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RESUMO 
A. salmonicida subsp. salmonicida (A. salmonicida) é un importante 
patóxeno de peixes, incluíndo o rodaballo. Nesta memoria, afondamos no 
coñecemento da enfermidade causada por A. salmonicida e no efecto da 
vacinación no rodaballo, abordando cuestións relacionadas coas lesións, 
diagnóstico, patoxenia e resposta inmunitaria. A identificación do antíxeno 
bacteriano foi realizada mediante o desenvolvemento dunha técnica de 
inmunohistoquímica, que demostrou ser unha ferramenta útil para o estudo e 
diagnóstico da enfermidade. 
A forma aguda da enfermidade foi analizada en base a un modelo 
experimental de infección. Os peixes desafiados desenvolveron septicemia, 
observándose o antíxeno bacteriano en forma libre nos vasos sanguíneos e tecidos. 
Ademais, o antíxeno bacteriano estaba situado dentro dos fagocitos 
mononucleares, indicando a posible endocitose e supervivencia intracelular do 
axente patóxeno. Os peixes infectados mostraron un aumento significativo no 
número de células imunorreactivas ao TNF-α e ao enzima iNOS nos órganos 
linfo-hematopoiéticos, suxerindo a activación dos fagocitos e a súa implicación na 
resposta inmunitaria. Pola súa banda, o aumento da actividade destes efectores 
inmunitarios durante o proceso séptico podería estar implicado na patoxénese da 
enfermidade. 
A forma crónica da enfermidade foi descrita a partires de rodaballos 
cultivados. Esta forma de enfermidade caracterizouse polo desenvolvemento de 
granulomas na derme, o que indica a importancia da inmunidade celular contra a 
infección. As reaccións granulomatosas tamén denotan un posible fallo na 
eliminación do patóxeno, polo que estes resultados proporcionan información 
importante para identificar peixes enfermos que poderían actuar como unha fonte 
de infección. 
Por último, avaliouse a eficacia das vacinas (acuosa e oleosa) feitas con 
bacterinas. A través dunha proba experimental analizouse o grao de protección, as 
lesións causadas pola vacinación e a cinética dos antíxenos vacinais. A vacina 
oleosa mostrou unha protección moderada aos 90 días post-vacinación. O 
adxuvante oleoso xerou unha celomite granulomatosa, coa detección do antíxeno 
vacinal asociado ao material oleoso. A vacina acuosa causou unha lixeira celomite 
e o antíxeno da vacina localizouse nos fagocitos mononucleares na cavidade 
celómica, ril e bazo. Con todo, ningunha vacina acuosa induciu protección. Este 
estudo demostrou que a análise histolóxica e inmunohistoquímica é esencial para 
avaliar a eficacia e seguridade das vacinas contra A. salmonicida, co fin de axudar 
a determinar a eficacia das mesmas no rodaballo. 
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RESUMEN 
A. salmonicida subsp. salmonicida (A. salmonicida) es uno de los 
principales patógenos de los peces, incluido el rodaballo. En esta memoria hemos 
profundizado en el conocimiento de la enfermedad causada por A. salmonicida y 
el efecto la vacunación en el rodaballo, abordando aspectos relacionados con las 
lesiones, el diagnóstico, la patogenia y la respuesta inmunitaria. La identificación 
del antígeno bacteriano se llevó a cabo mediante el desarrollo de una técnica 
inmunohistoquímica, la cual demostró ser una herramienta útil para el estudio y el 
diagnóstico de la enfermedad. 
La forma aguda de la enfermedad se analizó a partir de un modelo 
experimental de infección. Los peces desafiados desarrollaron septicemia, 
observándose el antígeno bacteriano de forma libre dentro de vasos sanguíneos y 
en tejidos. Además, el antígeno bacteriano se localizó dentro de fagocitos 
mononucleares, indicando su endocitosis y la posible supervivencia intracelular 
del patógeno. Los peces infectados mostraron un incremento significativo del 
número de células inmunorreactivas para el TNF-α y la enzima iNOS en los 
órganos linfo-hematopoyéticos, sugiriendo la activación de los fagocitos y su 
participación en la respuesta inmunitaria. A su vez, el incremento de la actividad 
de estos efectores inmunitarios durante un proceso septicémico podría estar 
implicado en la patogenia de la enfermedad. 
La forma crónica de la enfermedad se describió a partir de rodaballos de 
cultivo. Esta forma de enfermedad se caracterizó por el desarrollo de granulomas 
dérmicos, lo cual señala la importancia de la inmunidad celular frente a la 
infección. Las reacciones granulomatosas también denotan un posible fallo en la 
eliminación del patógeno, por lo que estos hallazgos aportan datos relevantes a fin 
de identificar peces enfermos que podrían actuar como fuente de infección. 
Finalmente, se evaluó la eficacia de vacunas (acuosa y oleosa) formuladas 
con bacterinas. Mediante un ensayo experimental se analizó el grado de 
protección, las lesiones ocasionadas por la vacunación y la cinética del antígeno 
vacunal. La vacuna oleosa mostró una protección moderada a los 90 días post-
vacunación. El adyuvante oleoso generó una celomitis granulomatosa, 
detectándose el antígeno vacunal asociado al material oleoso. La vacuna acuosa 
causó una celomitis leve y el antígeno vacunal se localizó en fagocitos 
mononucleares dentro de cavidad celómica, riñón y bazo. No obstante, la vacuna 
acuosa no indujo protección. En este trabajo se demostró que el análisis 
histológico e inmunohistoquímico resultan imprescindibles para evaluar el efecto 
y la inocuidad de las vacunas frente a A. salmonicida, con el propósito de 
contribuir a determinar la eficacia de las mismas en el rodaballo.  
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SUMMARY 
A. salmonicida subsp. salmonicida (A. salmonicida) is one of the major 
pathogens in fish aquaculture, including farmed turbot. In the present thesis, we 
have gain insight into the knowledge of the disease caused by A. salmonicida and 
the effects of the vaccination in turbot, focussing on those aspects related with 
lesions, diagnosis, pathogenesis and immune response. For the identification of 
the bacterial antigen an immunohistochemical technique was developed, which 
proved to be a useful tool for the study and the diagnosis of the disease.  
An experimental model of infection was designed to analyse the acute 
form of the disease. The challenged fish showed septicaemia and the bacterial 
antigen was observed free within blood vessels and tissues. Moreover, the 
bacterial antigen was located in the mononuclear phagocytes, indicating not only 
endocytosis, but also the possible intracellular survival of the pathogen. Infected 
fish showed a significant increase in the number of immunoreactive cells for 
TNF-α and the enzyme iNOS in the lymphohematopoietic organs, suggesting the 
activation of phagocytes and the activation the innate immune response. However, 
the increased activity of these immune effectors associated with the effect of the 
septicaemia might be implicated in the pathogenesis of the disease.  
The chronic form of the disease was described in turbot from fish farms 
affected. This form of disease was characterized by the development of dermal 
granulomas, which indicates the importance of the cellular immunity against the 
infection. The granulomatous reaction also pointes to the possible failure in the 
elimination of the pathogen by the host. So these findings provide important 
information to identify infected fish that can act as a potential source of infection.  
Finally, the efficacy of vaccines (aqueous and oil-based formulations) 
containing bacterins as immunogen was evaluated. The degree of protection and 
the injuries caused by vaccination were analysed through an experimental trial, as 
well as the kinetics of the vaccine antigen. The oil-adjuvanted vaccine showed 
moderate protection at 90 days post-vaccination. The oil-adjuvant generated a 
granulomatous coelomitis and the vaccine antigen was detected associated with 
the oil material. The aqueous vaccine caused a mild coelomitis while the vaccine 
antigen was identified in mononuclear phagocytes within the coelomic cavity, 
kidney and spleen. However, the aqueous vaccine did not induce protection. This 
study demonstrated that the histological and immunohistochemical analysis are 
essential to evaluate the efficacy and safety of vaccines against A. salmonicida, in 
order to determine the efficacy of the vaccines in turbot. 
KEYWORDS 
Aeromonas salmonicida, turbot, pathogenesis, vaccination, diagnosis 
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1. Introducción 
1.1. El rodaballo (Scophthalmus maximus) 
1.1.1. Características morfológicas y biología 
El rodaballo, Scophthalmus maximus (Linnaeus, 1758), es un pez teleósteo 
marino, perteneciente a la familia Scophthalmidae dentro del orden de los 
Pleuronectiformes. Es una especie bentónica que habita generalmente en fondos 
arenosos, pedregosos o mixtos, a profundidades comprendidas entre 20 y 70 
metros (Boeuf y col., 1999; Florin y Höglund, 2007). Pertenece al grupo de los 
peces planos, con cuerpo romboide a casi circular, asimétrico, con ambos ojos 
situados sobre el lado izquierdo (superficie ocular). Las aletas dorsal y anal se 
extienden ampliamente a lo largo de los bordes corporales dorsal y ventral. 
Carecen de escamas, pero su piel está provista de pequeñas protuberancias 
calcáreas (tubérculos dérmicos) distribuidas irregularmente sobre la superficie 
cutánea del lado izquierdo (Faílde y col., 2014; Zylberberg y col., 2003). La 
coloración del lado izquierdo es variable debido a su capacidad mimética 
dependiendo del color del fondo donde viven; generalmente es gris-parduzca con 
manchas más o menos pigmentadas (figura 1.1 a) (Faílde y col., 2014). El lado 
derecho (superficie ciega) es blanquecino y carece de tubérculos dérmicos (figura 
1.1 b). Llegan a medir 1 m de longitud y pesar hasta 12 kg. Es un pez carnívoro 
que durante su etapa juvenil (aproximadamente hasta el año de vida), se alimenta 
principalmente de pequeños crustáceos, poliquetos y peces, mientras que los 
rodaballos adultos capturan otros peces bentónicos y cefalópodos (FAO, 2014b; 
Iglesias y col., 2003; Nissling y col., 2007). En la naturaleza, las hembras 
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alcanzan la madurez sexual a los 4-5 años, y los machos a los 3-4 años de edad. 
Los rodaballos poseen un patrón cíclico de reproducción, influenciado por el 
fotoperiodo, iniciando el desove natural a mediados de primavera hasta mediados 
de verano (FAO, 2014b; Florin y Höglund, 2007; Person-Le Ruyet y col., 1991). 
Figura 1.1. Aspecto de la superficie ocular (a) y ciega (b) de un ejemplar juvenil de rodaballo (longitud total 21 cm; peso 175 g). 
1.1.2. Distribución 
El rodaballo presenta una amplia distribución geográfica a lo largo de las 
costas del Atlántico Nororiental, desde Marruecos y la costa continental europea, 
hasta Noruega y costas de Gran Bretaña e Islandia, mar Mediterráneo y algunas 
zonas del mar Negro (FAO, 2014b; Vandamme y col., 2014) (figura 1.2). 
 
Figura 1.2. Distribución geográfica natural del rodaballo. 
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1.1.3.  Cultivo y producción 
1.1.3.1. Ciclo de cultivo del rodaballo 
El rodaballo, debido a su carácter sedentario y la tolerancia a elevadas 
densidades, es una de las especies que mejor se ha adaptado al cultivo en 
piscifactorías. Actualmente, la acuicultura del rodaballo se efectúa mayormente de 
forma intensiva en instalaciones situadas en tierra, próximas a la costa 
(continental). Los peces son mantenidos en estanques circulares de cemento o 
fibra de vidrio, con renovación continua de agua (sistema de circuito abierto o de 
recirculación) (Fernández y Rodríguez, 2008; Labatut y Olivares, 2004). El ciclo 
de producción completo varía de 18 a 26 meses, cuando los peces alcanzan pesos 
de comercialización comprendidos entre 1 y 2,3 kg, o extenderse hasta los 3 años, 
dónde los peces llegan a pesar aproximadamente 3 kg (Cal y col., 2006; Person-
Le Ruyet, 2002; 2010; Roth y col., 2014). La duración del cultivo depende de los 
diferentes sistemas y técnicas de cultivo, así como de los pesos de 
comercialización (Person-Le Ruyet, 2010). 
El ciclo de producción se divide en tres etapas principales (figura 1.3). La 
primera etapa es el cultivo larvario o hatchery, cuyo objetivo es la obtención de 
alevines. Durante esta fase, las larvas son alimentadas con rotífero (Brachionus 
plicatilis) a partir del segundo o tercer día de la eclosión; y posteriormente con 
Artemia nauplii, que se introduce en la dieta a partir del día 8-10 (Cerdà-Cuéllar y 
Blanch, 2004; Sala y col., 2005). Cuando los alevines alcanzan aproximadamente 
1 g de peso (25-30 días), comienzan una fase de transición (“destete”), donde se 
incorpora progresivamente el pienso en la alimentación (Cerdà-Cuéllar y Blanch, 
2004). La segunda etapa es la de pre-engorde, donde los rodaballos juveniles son 
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criados hasta que alcanzan pesos de entre 40 y 100 g. La última etapa es la de 
engorde, en la que los ejemplares permanecen hasta que alcanzan la talla y el peso 
comercial (Person-Le Ruyet, 2010).  
Una cuarta actividad, íntimamente ligada a las hatcheries es el núcleo 
reproductor para la obtención de huevos mediante fertilización artificial 
(Chereguini y col., 1999). Los reproductores se seleccionan a partir de capturas en 
el mar o reposición propia de individuos criados en cautiverio (Exadactylos y col., 
2013). En condiciones controladas (fundamentalmente el fotoperíodo), el núcleo 
reproductor puede ser manipulado para producir gametos durante diferentes 
períodos del año (Chereguini y col., 1999; Person-Le Ruyet, 2010).  
 
Figura 1.3. Esquema del ciclo de producción del rodaballo (modificado de Rodríguez y Díaz 1990).  
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1.1.3.2. Producción  
En la actualidad, los productos acuáticos son una de las fuentes más 
importantes de proteína animal en el mundo, representando entre el 15 y el 20% 
del total de la proteína consumida (FAO, 2014a). En los últimos 30 años, la 
demanda de pescado se ha triplicado a nivel mundial, convirtiendo a la acuicultura 
en el sector de producción alimentario de origen animal con mayor índice anual 
de crecimiento y en una actividad con una enorme proyección de futuro (FAO, 
2014a). En Europa, el rodaballo se encuentra entre las 10 principales especies de 
origen acuático producidas mediante acuicultura; y ocupa el sexto lugar 
considerando sólo los peces, alcanzando una producción de 7.795 toneladas en 
2013 (FEAP, 2014) (tabla 1.1). España es el país con mayor volumen de 
producción de rodaballo de acuicultura de Europa, con 6.814 t en 2013 (88,25% 
del total), seguido de Portugal (700 t en 2013), Francia (255 t en 2013) e Islandia 
(30 t en 2013) (FEAP, 2014). Otros países, como Holanda, Reino Unido, 
Dinamarca, Alemania, Irlanda y Turquía cultivan escasas cantidades 
(APROMAR, 2014; Sevgı̇lı̇ y col., 2012). Cabe destacar que a nivel mundial, 
China es el país con mayor producción de rodaballo, alcanzando en 2011 
producciones de 64.000 t; mientras que Chile con valores de 252 t en 2011 
(APROMAR, 2012), se muestra como un potencial productor de rodaballo a 
escala mundial.  
Dentro de España, Galicia produce el 99% del rodaballo comercializado, 
mientras Cantabria y el País Vasco representan el 1% restante (APROMAR, 
2014). El crecimiento constante y sostenido de la producción de rodaballos para 
comercialización en España ha traído aparejado el desarrollo de hatcheries, las 
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cuales alcanzaron producciones de 13.168.000 unidades en 2013 (APROMAR 
2014). 
Año 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 
Europa 6511 7191 7811 8233 9592 9207 8188 10800 12770 7795 
España 4347 5572 6419 6834 7932 7760 6910 7755 7970 6814 
China 20000 50000 40000 50000 55000 60000 60000 64000 - - 
Tabla 1.1. Datos de la evolución de la producción del rodaballo (en toneladas) en Europa, España y China, período 2004-2012 (APROMAR, 2014; FEAP, 2014). 
1.1.4. Principales enfermedades del rodaballo 
El rodaballo puede verse afectado por diferentes enfermedades infecciosas 
de etiología bacteriana, viral, parasitaria o micótica. Algunas de estas 
enfermedades pueden presentarse en forma de brotes epizoóticos con elevados 
índices de mortalidad y morbilidad, causando grandes pérdidas económicas en las 
granjas (Thorarinsson y Powell, 2006). 
Las enfermedades bacterianas que afectan con mayor frecuencia a 
rodaballos en cultivo son las vibriosis, estreptococosis, tenacibaculosis, 
forunculosis y edwarsielosis (tabla 1.2) (Austin y Austin, 2007; Farto y col., 2011; 
Person-Le Ruyet, 2002; Toranzo y col., 2005; Zhang y col., 2014b; Zheng y col., 
2012). Además, las enfermedades ocasionadas por bacterias saprófitas, como 
micobacteriosis y pseudomoniasis, asociadas a situaciones de estrés y deficientes 
condiciones higiénicas, representan un problema potencial debido a su ubicuidad 
en el ambiente (Austin y Austin, 2007; Beaz-Hidalgo y col., 2008; dos Santos y 
col., 2002).  
Dentro del grupo de enfermedades conocidas como “vibriosis”, las 
infecciones por Listonella anguillarum (serotipo O1 y O2), anteriormente 
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denominada Vibrio anguillarum, es una de las enfermedades más prevalentes en 
granjas de producción (Austin y Austin, 2007; Toranzo y col., 2005; Zheng y col., 
2012). L. anguillarum es un patógeno oportunista, presente en el agua y en la 
superficie cutánea de los peces (Montes y col., 2006). Cuando causa enfermedad, 
se presenta en forma de brotes epizoóticos, principalmente en meses de verano, 
produciendo un cuadro de septicemia hemorrágica de curso agudo (Grisez y col., 
1996). Afecta al rodaballo en todas sus etapas de desarrollo, siendo especialmente 
peligrosa para alevines y juveniles, en los que genera elevados índices de 
mortalidad (Planas y col., 2005; Prol-García y Pintado, 2013; Sandlund y col., 
2010). Otros microorganismos pertenecientes a la familia Vibrionaceae, tales 
como V. pelagius, V. splendidus, V. alginolyticus y V. scophthalmi causan 
dermatitis ulcerativas y septicemias, afectando principalmente a rodaballos 
juveniles (Cerdà-Cuéllar y Blanch, 2004; Macpherson y col., 2012; Montes y col., 
2006; Thomson y col., 2005; Villamil y col., 2003; Xing y col., 2013). 
Las estreptococosis que afectan al rodaballo pueden estar causadas por 
Streptococcus parauberis y S. iniae (Currás y col., 2002; Domeénech y col., 1996; 
Zhan y col., 2009). Las estreptococosis son enfermedades de curso agudo, 
septicémico, o de curso crónico e insidioso, caracterizada por emaciación en los 
peces afectados (Ramos y col., 2012). Los animales enfermos muestran alteración 
de la natación, exoftalmia, hifema y hemorragias perioculares, panoftalmitis y 
meningoencefalitis supurativas (Austin y Austin, 2007; Ramos y col., 2012). 
La tenacibaculosis, causada por Tenacibaculum maritimum, es una 
enfermedad que afecta principalmente a rodaballos juveniles. T. maritumum es un 
patógeno oportunista, presente en el mucus de la superficie corporal, capaz de 
invadir al hospedador, causando lesiones cutáneas, con o sin diseminación 
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sistémica (Avendaño‐Herrera y col., 2006; Faílde y col., 2013a; Faílde y col., 
2013b). Faílde y col. (2013b) demostraron que la bacteria se encuentra asociada a 
la superficie de los enterocitos del intestino, lo que representa un hallazgo 
importante desde el punto de vista epidemiológico, debido a que estos peces 
podrían comportarse como portadores y fuentes de infección dentro de una 
población. 
Enfermedad Agente Tipo Principales signos clínicos y lesiones Referencia 
Vibriosis Listonella anguillarum 
Bacilo 
Gram - 
Hemorragias cutáneas, 
branquiales, en musculatura y 
órganos internos, úlceras 
cutáneas, exoftalmia, opacidad 
corneal, edema subcutáneo 
Toranzo y 
col. (2005) 
Tenacibaculosis Tenacibaculum maritimum 
Bacteria 
filamentosa 
Gram - 
Erosiones y úlceras cutáneas 
profundas y de aletas, necrosis de 
la musculatura esquelética 
Faílde y col. 
(2013a) 
Estreptococosis 
Streptococcus 
parauberis, 
S. iniae 
Coco 
Gram + 
Emaciación, exoftalmia, opacidad 
corneal, hifema, hipopion, 
hemorragia en piel y musculatura, 
distención abdominal, panoftalmitis 
y meningoencefalitis supurativa 
Toranzo y 
col. (2005) 
Forunculosis 
Aeromonas 
salmonicida 
subsp. 
salmonicida 
Bacilo 
Gram - 
Erosión y úlceras cutáneas, 
hemorragias y necrosis en piel, 
musculatura y diversos órganos 
Toranzo y 
col. (2005) 
Edwarsielosis Edwarsiella tarda Bacilo Gram - 
Dermatitis purulenta (región 
periocular y en la base de las 
aletas), ascitis, abscesos cutáneos 
y en órganos internos 
Padrós y col. 
(2006), Qin y 
col. (2014) 
 
Micobacteriosis Mycobacterium spp. 
Bacilo 
ácido-
alcohol 
resistente 
Despigmentación de la piel, 
emaciación, letargia, anorexia, 
exoftalmia, distención de la región 
abdominal, úlceras cutáneas, 
granulomas en diversos órganos 
Jeronimo y 
col. (2013) 
Pseudomoniasis Pseudomonas anguilliseptica 
Bacilo 
Gram - 
Letargia, anorexia, 
despigmentación de la piel, 
necrosis de la mucosa intestinal, 
parénquima esplénico y renal 
Magi y col. 
(2009) 
Tabla 1.2. Resumen de las características generales de las principales enfermedades bacterianas del rodaballo de producción. 
La edwarsielosis, causada por la bacteria Edwarsiella tarda se ha 
convertido en una de las enfermedades más relevantes en la producción del 
rodaballo en los últimos años (Castro y col., 2006; Qin y col., 2014; Zheng y col., 
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2012). E. tarda causa una enfermedad septicémica, caracterizada por producir 
necrosis licuefactiva y formación de abscesos en piel, musculatura y órganos 
internos (Padrós y col., 2006; Pressley y col., 2005). 
La forunculosis, causada por Aeromonas salmonicida subespecie 
salmonicida (A. salmonicida), es una de las enfermedades con mayor prevalencia 
en las granjas (Lago y col., 2012; Pedersen y col., 2008; Toranzo y col., 2005). La 
bacteria puede afectar a los rodaballos en cualquiera de las etapas del ciclo de 
producción, siendo particularmente sensibles los ejemplares juveniles, 
provocando una septicemia hemorrágica aguda (Pérez y col., 1996; Toranzo y 
Barja, 1992). 
El cultivo del rodaballo también se ve afectado por diversas enfermedades 
víricas (tabla 1.3) y, aunque hasta la actualidad se han reportado como brotes 
esporádicos, algunas de ellas representan un serio problema cuando ingresan en 
una explotación (Skall y col., 2005). Los virus patógenos que han sido 
identificados en el rodaballo pertenecen a los géneros Novirhabdovirus, 
Betanodavirus, Herpesvirus, Aquabirnavirus, Megalocytovirus y Betanodavirus 
(Cutrín y col., 2005; Cutrín y col., 2007; Hellberg y col., 2002; Johansen y col., 
2004; Munro y Mydtlyng, 2011; Noga, 2010; Oh y col., 2006; Sano y col., 2011; 
Skall y col., 2005; Smail y Snow, 2011; Smail y Munro, 2012). El virus de la 
septicemia vírica hemorrágica (Novirhabdovirus) representa una de las mayores 
amenazas para la producción de rodaballo, debido a la elevada susceptibilidad de 
esta especie a la infección, alcanzando hasta el 100% de mortalidad en animales 
infectados (López‐Vázquez y col., 2007). Además, debido a ciertas características 
epidemiológicas de la enfermedad, como por ejemplo, el modo de trasmisión 
vertical y horizontal, infecciones persistentes, distribución del virus en las costas 
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del Norte de Europa (mar Báltico, mar del Norte y océano Atlántico) y el amplio 
rango de especies susceptibles, se considera como de alto riesgo de ingreso a las 
piscifactorías (López‐Vázquez y col., 2007; Schlotfeldt y col., 1991; Skall y col., 
2005; Smail y Snow, 2011). 
Enfermedad Agente Tipo Signos clínicos y lesiones Referencia 
Septicemia 
vírica 
hemorrágica  
Virus de la 
septicemia vírica 
hemorrágica 
(Novirhabdovirus)  
ARN 
Oscurecimiento de la piel, exoftalmia, 
palidez de las branquias, hemorragias 
generalizadas, necrosis del 
parénquima renal y hepático, 
musculatura esquelética y miocardio 
Smail y Munro 
(2012), 
Brudeseth y 
col. (2005), 
Kin y col. 
(2001) 
Necrosis 
pancreática 
infecciosa 
Virus de la necrosis 
pancreática 
infecciosa 
(Aquabirnavirus) 
ARN 
Hemorragias cutáneas, en 
musculatura y diversos órganos, 
necrosis del tejido hematopoyético 
renal y parénquima hepático 
Munro y 
Mydtlyng 
(2011), Novoa 
y col. (1995) 
Encefalopatía 
y retinopatía 
viral 
Virus de la 
encefalopatía 
y retinopatía viral 
(Betanodavirus) 
ARN 
Alteraciones de la natación, 
oscurecimiento de la piel, 
vacuolización y necrosis del sistema 
nervioso central, retina y epitelio 
olfatorio 
Johansen y 
col. (2004), 
Montes y col. 
(2010) 
Iridoviriosis 
Iridovirus del 
rodaballo 
(Megalocytovirus) 
ADN 
Hemorragias petequiales en piel, 
aletas, branquias y musculatura. 
Necrosis esplénica 
Oh y col. 
(2006), Shi y 
col. (2004) 
Tabla 1.3. Resumen de las características generales de las enfermedades víricas del rodaballo de producción. 
Las enfermedades parasitarias y micóticas (tabla 1.4) también pueden 
causar un marcado impacto en la producción del rodaballo, causando la muerte de 
los peces, reducir el índice de crecimiento o incrementar la susceptibilidad a otros 
microorganismos (Álvarez-Pellitero, 2008; Feist y Longshaw, 2008; Santos y col., 
2010). Entre las enfermedades más frecuentemente descritas se encuentran la 
enteromixosis, criptosporidiosis, microsporidiosis, escuticociliatosis, tricodinosis 
y la enfermedad amebiana de las branquias (Álvarez-Pellitero, 2008; Budiño y 
col., 2011; Dyková y Novoa, 2001; Noga, 2010; Person-Le Ruyet, 2010; Piazzon 
y col., 2011; Ramos y col., 2007).  
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La enteromixosis, causada por el parásito mixosporidio Enteromyxum 
scophthalmi, representa una seria amenaza en las explotaciones de rodaballo, 
debido a sus altos índices de morbilidad y mortalidad y la ausencia de un 
tratamiento efectivo (Quiroga y col., 2006). El parásito afecta al epitelio de 
revestimiento de la mucosa digestiva, causando enteritis catarral en las 
infecciones leves, mientras que en las infecciones severas causa enteritis 
necrotizante (figura 1.4 a), acompañada de reducción del número de las células 
mucosas (goblet) y rodlet, y depleción leucocitaria en órganos hematopoyéticos 
(Bermúdez y col., 2010; Estensoro y col., 2013; Losada y col., 2014; Redondo y 
col., 2003).  
La criptosporidiosis, causada por el protozoo intracelular Cryptosporidium 
scophthalmi, es una enfermedad con elevada prevalencia en las granjas de 
producción, afectando principalmente a los estadios juveniles (Álvarez-Pellitero y 
col., 2004; Álvarez-Pellitero y col., 2009). Este parásito lesiona la mucosa 
digestiva, llegando a causar una enteritis descamativa severa en los casos con 
elevado grado de infección (figura 1.4 b) (Álvarez-Pellitero y col., 2004). 
La escuticociliatosis es causada por protozoos ciliados de los géneros 
Philasterides y Uronema (Harikrishnan y col., 2010). Son parásitos histiófagos, 
patógenos oportunistas, que afectan inicialmente a las branquias, piel y 
musculatura, pero que son capaces de invadir y alcanzar otros órganos internos, 
incluido el cerebro y la médula espinal (Iglesias y col., 2001; Jin y col., 2009; 
Paramá y col., 2003; Puig y col., 2007; Sterud y col., 2000). 
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Enfermedad Agente Tipo Signos clínicos y lesiones Referencia 
Parasitarias 
Enteromixosis Enteromyxum scophthalmi 
Metazoo 
endoparásito 
Emaciación, ascitis, enteritis 
necrotizante, depleción 
leucocitaria 
Bermúdez y 
col. (2010), 
Losada y 
col. (2012) 
Criptosporidiosis Cryptosporidium scophthalmi 
Protozoo 
endoparásito Enteritis descamativa 
Álvarez-
Pellitero y 
col., 2004) 
Escuticociliatosis 
Philasterides 
dicentrarchi, 
Uronema spp. 
Protozoo 
ciliado, ecto-
endoparásito 
Áreas de necrosis y hemorragias 
cutáneas y musculares, úlceras 
cutáneas profundas, ascitis 
Jin y col. 
(2009), Puig 
y col. (2007) 
Tricodinosis Trichodina spp. 
Protozoo 
ciliado 
ectoparásito 
Aumento de la secreción mucosa 
en branquias y piel, hiperplasia de 
células epiteliales y mucosas, 
necrosis branquial y cutánea 
Noga (2010) 
Enfermedad 
amebiana de las 
branquias 
Neoparamoeba 
spp. 
Protozoo 
ectoparásito 
Aumento de la secreción mucosa 
en branquias, hiperplasia de las 
células epiteliales branquiales y 
goblet, sinequias y fusiones 
lamelares 
Noga (2010) 
Micóticas 
Microsporidiosis Tetramicra brevifilum Microsporidio 
Necrosis y hemorragias en 
musculatura 
Dyková y 
col. (1992), 
Noga (2010) 
Tabla 1.4. Resumen de las características generales de las principales enfermedades parasitarias y micóticas del rodaballo de producción. 
Las parasitosis externas, como la enfermedad amebiana de las branquias y 
la tricodinosis, pueden causar mortalidades en rodaballos de cultivo cuando 
existen infecciones severas y por tiempos prolongados (Noga, 2010). La 
enfermedad amebiana está causada por amebas, principalmente pertenecientes al 
género Neoparamoeba (Fiala y Dyková, 2003). Estas pueden provocar branquitis 
crónica, caracterizada por hiperplasia de células epiteliales y mucosas, fusión 
lamelar e infiltrados de células inflamatorias (figura 1.4 c) (Munday y col., 2001; 
Noga, 2010). La tricodinosis, causada por Trichodina spp., un parásito de vida 
libre, afecta las branquias y la piel, cursando con branquitis (hiperplasia de células 
epiteliales y mucosas) y dermatitis crónica (Noga, 2010). Tetramicra brevifilum 
es un microsporidio de ciclo directo, intracelular obligado, que forma 
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predominantemente xenomas (estructura quística formada en el citoplasma de una 
célula hospedadora hipertrófica, dentro de la cual se desarrollan las formas 
vegetativas y esporogénicas del microsporidio), en la musculatura esquelética y 
tejido conectivo (Morsy y col., 2013) (figura 1.4 d). Los signos clínicos varían 
según el grado de infección, desde áreas de necrosis muscular hasta ausencia de 
sintomatología clínica evidente, pero ocasionando pérdidas principalmente en el 
momento de la comercialización (Dyková y col., 1992; Noga, 2010). 
 
Figura 1.4. a, degeneración severa y necrosis del epitelio de revestimiento del intestino (región anterior) con abundante cantidad formas parasitarias de 
Enteromyxum scophthalmi en diferentes estadíos de desarrollo (cabezas de flecha), azul de Toluidina. Barra= 50 μm. b, estructuras parasitarias compatibles con formas vegetativas epicitoplasmáticas de Cryptosporidium spp. sobre la superficie apical de los enterocitos (cabezas de flecha) y un ooquiste (flecha negra) en el epitelio de revestimiento intestinal (región porterior). También se aprecian infiltrados inflamatorios de células mononucleares en la región basal del epitelio (flecha blanca), H-E. Barra = 50 μm. Inserto: detalle de las estructuras parasitarias sobre la 
superficie apical de los enterocitos. Barra = 10 μm. c, hiperplasia de células de revestimiento del epitelio branquial y fusión lamelar con presencia de estructuras parasitarias compatibles con amebas (flechas), H-E. Barra = 100 μm. d, xenoma de microsporidio en la musculatura esquelética (flecha), H-E. Barra= 250 µm. Inserto: detalle de las estructuras parasitarias dentro del xenoma, compatibles con formas esporogénicas de microsporido. Barra= 5 µm (fotos del grupo de investigación). 
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1.2. La “forunculosis” – infección por A. salmonicida 
1.2.1 . Introducción 
La “forunculosis” o “forunculosis clásica” es una enfermedad bacteriana, 
infecciosa y contagiosa, causada por A. salmonicida, también conocida como 
Aeromonas salmonicida “típica” (Ogut y Reno, 2005). La “forunculosis” es 
considerada una enfermedad de distribución mundial (Austin y Austin, 2007), que 
afecta a peces de agua dulce y marina, en estado salvaje y en granjas de 
producción (Diamanka y col., 2013; Jarp y col., 1995; Pedersen y col., 2008). Se 
trata de una enfermedad sistémica que cursa generalmente como una septicemia 
hemorrágica de curso agudo o crónico (Bernoth, 1997b; Cipriano y Austin, 2011). 
El término “forunculosis” fue utilizado por primera vez por los 
investigadores Emmerich y Wiebel en 1894, para describir una enfermedad 
caracterizada por el desarrollo de tumefacciones en piel y musculatura 
(“forúnculos”) en trucha marrón (Salmo trutta) en una granja de Alemania durante 
los años 1888 y 1889 (Bernoth, 1997a). Posteriormente, dichos investigadores 
reprodujeron experimentalmente los signos de la enfermedad, estableciendo su 
naturaleza bacteriana e infecciosa y designando al agente etiológico como 
Bacterium salmonicida (Bernoth, 1997a). En 1902, Marsh aisló la bacteria por 
primera vez en Estados Unidos a partir de un brote de la enfermedad en una 
hatchery de truchas, y la bacteria fue re-clasificada con el nombre de Bacterium 
truttae, hasta que en 1953 fue denominada definitivamente el nombre de 
Aeromonas salmonicida (Bernoth, 1997a; Fish, 1937). 
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Poco después de la primera descripción en Alemania, la incidencia y la 
prevalencia de la enfermedad aumentó considerablemente y, coincidentemente 
con la expansión de la acuicultura, se fueron sucediendo brotes en granjas de 
cultivo de salmónidos en numerosos países como Francia (1910), Suiza (1911), 
Inglaterra (1911), Irlanda (1914) y Escocia (1928) (Bernoth, 1997a). La 
enfermedad se continuó expandiendo y más tarde se describieron brotes en países 
destacados por su producción piscícola como Noruega, Dinamarca, Canadá y 
Japón (Austin y Austin, 2007; Lillehaug y col., 2003; Nomura, 1994; O'Brien y 
col., 1994; Schmidt y col., 2000). Desde entonces, A. salmonicida se ha 
convertido en uno de los patógenos bacterianos de mayor importancia en 
piscicultura de salmónidos, especialmente en el salmón del Atlántico (Salmo 
salar) (Austin, 1997; Vanden Bergh y Frey, 2013). 
En España, las primeras descripciones de truchas afectadas naturalmente 
por A. salmonicida se remontan al año 1968 y 1969, en ríos de la región de 
Asturias y Castilla y León (Cordero del Campillo y col., 1970). En la región de 
Galicia, A. salmonicida se aisló por primera vez en una granja de trucha arcoíris 
(Oncorhynchus mykiss) y salmón del Atlántico en 1987 y 1989 respectivamente 
(Toranzo y Barja, 1992). En 1992 se describió el primer brote de la enfermedad en 
rodaballo de cultivo y, desde entonces, A. salmonicida representa uno de los 
patógenos con mayor prevalencia en granjas de producción de esta especie en 
España y Portugal (Lago y col., 2012; Toranzo y col., 2005). Paralelamente a los 
primeros reportes de la enfermedad en rodaballo en España, también se 
sucedieron brotes epizoóticos de infecciones por A. salmonicida en granjas de 
cultivo en Francia y Dinamarca (Nougayrede y col., 1990; Pedersen y Larsen, 
1996; Pedersen y col., 1994). 
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1.2.2. Características generales de A. salmonicida  
A. salmonicida es un patógeno primario, intracelular facultativo, 
perteneciente a la familia Aeromonadaceae, dentro del orden Aeromonadales 
(Austin y Austin, 2007). Las principales características de A. salmonicida se 
resumen en la tabla 1.5. 
Características generales de A. salmonicida Referencia 
Morfológicas  Bacilo Gram negativo, inmóvil, no esporulado Austin y Austin (2007) 
Bioquímicas  Anaeróbica facultativa, fermentativa, positiva para citocromo oxidasa y catalasa Austin y Austin (2007) 
Genéticas 
 Genotípicamente homogénea (genoma formado 
por un único cromosoma circular (~4.700 kb) y 
cuatro o cinco plásmidos 
Reith y col. (2008), Beaz-
Hidalgo y Figueras (2013) 
Cultivo 
 Las colonias producen un pigmento marrón, 
hidrosoluble y difusible  
 Temperatura de cultivo: 15-25ºC, no crece a 37ºC 
Magariños y col. (2011), 
Diamanka y col. (2013) 
Tabla 1.5. Características generales de A. salmonicida. 
El género Aeromonas (bacilos Gram negativos) incluye actualmente 25 
especies que habitan naturalmente en aguas dulces, salobres y marinas, o son parte 
integrante de la flora microbiana normal de la piel y aparato digestivo de 
moluscos, peces de agua dulce y otros animales poiquilotermos (Beaz-Hidalgo y 
Figueras, 2013; Hu y col., 2012). 
Las Aeromonas se dividen en dos grandes grupos. Un primer grupo está 
compuesto por bacterias móviles y mesófilas, entre las cuales se encuentran 
A. hydrophila, A. caviae, A. sobria, A. bestiarum y A. veronii (Hu y col., 2012; 
Jagoda y col., 2014; Martino y col., 2011; Wahli y col., 2005). 
El segundo grupo está conformado por bacterias psicrófilas (y 
mayoritariamente inmóviles) de la especie A. salmonicida. Dentro este grupo, 
además de A. salmonicida (“típica”), existen otras cuatro subespecies: subsp. 
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achromogenes, subsp. masoucida, subsp. smithia y subsp. pectinolytica, las cuales 
integran un grupo heterogéneo de bacterias conocido como Aeromonas “atípicas” 
(Austin y Austin, 2007; Janda y Abbott, 2010). 
Las Aeromonas “atípicas”, al igual que las Aeromonas “móviles” son 
patógenos oportunistas que causan lesiones cutáneas ulcerativas y eventualmente 
pueden desencadenar un cuadro septicémico (Austin y Austin, 2007; Dacanay y 
col., 2003; Goldschmidt-Clermont y col., 2009; Hu y col., 2012; Rey y col., 
2009). 
1.2.3. Especies susceptibles 
A. salmonicida no es un patógeno especie-específico, por lo que el rango 
de hospedadores al que puede afectar es muy extenso, incluyendo diversas 
especies de peces pertenecientes a las familias Salmonidae, Cyprinidae, Gadidae 
(particularmente el bacalao, Gadus morhua), Labridae, Serratidae, Lotidae, 
Percidae, Petromyzontidae y Anoplopomatidae (Austin y Austin, 2007; Bricknell 
y col., 2006; Diamanka y col., 2013; El Morabit y col., 2004; Faisal y col., 2007; 
Hjeltnes y col., 1995; Polinski y col., 2010; Treasurer, 2012). Además, se han 
demostrado infecciones cruzadas entre distintas especies mediante cohabitación 
usando salmón del Atlántico infectado junto con trucha arcoíris, fletán 
(Hippoglossus hippoglossus), bacalao y diferentes especies de lábridos (familia 
Labridae) (Hjeltnes y col., 1995; Holten-Andersen y col., 2012). Esta situación 
representa un factor de riesgo cuando se co-cultivan o se incorporan especies 
nuevas en una explotación (Bricknell y col., 2006; Cipriano y Austin, 2011). 
Los peces de la familia Salmonidae son altamente susceptibles a sufrir 
infecciones por A. salmonicida, especialmente la trucha de arroyo (Salvelinus 
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fontinalis), la trucha marrón, el salmón del Atlántico y la trucha arcoíris, especies 
que pueden verse afectadas en todas sus etapas de desarrollo, incluida su fase 
embrionaria y larvaria (Cipriano y Austin, 2011; Fernández y col., 1995; Glover y 
col., 2006; Kent y col., 2013; Lillehaug y col., 2003; Pedersen y col., 2008). Otras 
especies de salmónidos susceptibles a la infección por A. salmonicida son la 
trucha ártica (Salvelinus alpinus), tímalo común (Thymallus thymallus), salmón 
del Pacífico (Oncorhynchus kisutch), salmón real (Oncorhynchus tshawytscha), 
salmón chum (Oncorhynchus keta), salmón rosado (Oncorhynchus gorbuscha), 
salmón masu (Oncorhynchus masou) y trucha de lago (Salvelinus namaycush) 
(Austin y Austin, 2007; Diamanka y col., 2013; Ogut y Reno, 2005; Saleh y col., 
2011).  
Las especies marinas pleuronectiformes de importancia comercial 
susceptibles a la enfermedad incluyen el rodaballo, el lenguado (Solea 
senegalensis) y el fletán (Lago y col., 2012; Lillehaug y col., 2003; Magariños y 
col., 2011). 
1.2.4. Ambiente y manejo 
De forma similar a otras enfermedades de origen infeccioso, la enfermedad 
causada por A. salmonicida responde al modelo de multicausalidad, por lo que 
para su desarrollo no solo es necesaria la presencia del patógeno, sino que también 
deben conjugarse factores relacionados con el hospedador, el ambiente y el 
manejo en las explotaciones (Smith, 1997). Los factores que interactúan para el 
establecimiento de la enfermedad se esquematizan en la figura 1.5.  
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Debido a la absoluta dependencia de los peces al ambiente, las variaciones 
del mismo fuera de los rangos tolerables, comprometen directamente la 
homeostasis de los animales actuando como factores estresantes y predisponentes 
para el establecimiento de la infección (Ogut y Reno, 2005; Van Ham y col., 
2003). En las granjas de producción, los factores ambientales pueden clasificarse 
en aquellos relacionados con la calidad del agua y con las maniobras de manejo 
(Bergh y col., 2013; Hiney y col., 1994). 
Figura 1.5. Esquema de los factores que participan en el desarrollo de la enfermedad por A. salmonicida. 
Uno de los principales factores relacionados con el agua es la temperatura. 
Se considera que temperaturas por encima de 15ºC favorecen la multiplicación 
bacteriana en el ambiente (Hiney y Olivier, 1999). Por otro lado, las temperaturas 
que exceden el rango termal óptimo para una especie generan estrés, 
incrementando la susceptibilidad a las enfermedades (Cheng y col., 2009). Esta 
presunción coincide con el hecho de que la mayoría de los brotes de la 
enfermedad ocurren predominantemente durante los meses de verano (Cipriano y 
Introducción 
 
22 
 
Austin, 2011; Lillehaug y col., 2003; Pedersen y col., 2008; Tam y col., 2011). 
Otros elementos relacionados con la calidad del agua son los bajos niveles de 
oxígeno, la inadecuada salinidad y las altas concentraciones de compuestos 
nitrogenados y de dióxido de carbono (Cipriano y Austin, 2011; Zhang y col., 
2011a). Dentro las condiciones ambientales también hay que añadir la presencia 
concomitante de otros patógenos que induzcan lesiones cutáneas o branquiales o 
que favorezcan la diseminación de A. salmonicida (Paniagua y col., 2001; 
Treasurer, 2012). 
Los factores relacionados con el manejo incluyen la sobrepoblación (trae 
aparejado agresividad, competencia), los cambios en la densidad de animales, la 
iluminación inadecuada, la manipulación y las maniobras de clasificación, 
encierros, capturas, transporte, inyecciones o extracción manual de huevos y 
esperma (Dror y col., 2006; Hiney y Olivier, 1999; Ogut y Reno, 2005). Además 
de ocasionar situaciones estresantes (estrés agudo o crónico), las maniobras de 
manejo ocasionan traumatismos externos o internos, los cuales favorecen la 
infección (Dror y col., 2006). 
1.2.5. Epidemiología de la enfermedad 
A. salmonicida se transmite de forma horizontal, por contacto directo entre 
peces o a través del agua o indirecta, mediante materiales contaminados (Hjeltnes 
y col., 1995; O'Brien y col., 1994; Ogut y Reno, 2005). 
Las principales fuentes de infección son los peces enfermos o muertos y 
los estanques con elevadas concentraciones de bacteria en el agua (Kim y col., 
2013; Ogut y Reno, 2005). A. salmonicida es liberada (puerta de salida) a través 
de las lesiones cutáneas o cuando el pez está agonizando o muere (Enger y col., 
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1992; Ferguson y col., 1998). Una vez liberada al medio es capaz de sobrevivir (y 
diseminarse) en el ambiente hasta alcanzar a otro hospedador. Hiney y col. (2002) 
demostraron que la viabilidad de la bacteria es muy variable, dependiendo de las 
propiedades físicas y químicas del agua, resultando en valores comprendidos entre 
28 y 279 días en agua dulce proveniente de granjas de producción y de río. En 
agua marina, los tiempos de supervivencia son inferiores, comprendidos entre 8 a 
24 días (Austin y Austin, 2007; Cipriano y Austin, 2011). Además, la superficie 
proteica hidrófoba de A. salmonicida (capa A) facilita su transmisión dentro del 
agua, permitiéndole adherirse a partículas de alimento o restos tisulares, o su 
transporte a través de potenciales vectores como copépodos (piojo de mar) o 
moluscos bivalvos (Nese y Enger, 1993; Starliper, 2001). 
Las vías de entrada en los peces susceptibles son la branquial, cutánea y 
digestiva (Effendi y Austin, 1995; Farto y col., 2011; Svendsen y col., 1999). Las 
branquias representan una vía de entrada importante, ya que la susceptibilidad a 
lesionarse y la abundancia de capilares sanguíneos favorece el ingreso directo de 
la bacteria al torrente sanguíneo (Effendi y Austin, 1995; Svendsen y col., 1999). 
La piel también representa otra de las principales vías de entrada. La invasión de 
A. salmonicida se ve favorecida sensiblemente por la existencia de lesiones del 
epitelio de revestimiento y por defectos en la capa de moco, ya sea por 
disminución o ausencia de la misma o deficiencia de las sustancias 
antimicrobianas (Cipriano y col., 1994; Effendi y Austin, 1995; Ferguson y col., 
1998; Svendsen y col., 1999). La vía de entrada digestiva parece ser menos 
efectiva, y estudios experimentales mediante exposición de la bacteria vía oral 
muestran resultados controvertidos. Por ejemplo, Effendi y Austin (1995) 
reprodujeron la enfermedad en salmón del Atlántico a partir de la exposición oral 
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o anal a la bacteria. De acuerdo con esto, Ringø y col. (2004) y Jutfelt y col. 
(2006) demostraron in vitro que A. salmonicida es capaz de atravesar una 
monocapa de enterocitos de salmón del Atlántico y trucha arcoíris, previa lesión 
de los mismos inducida por las toxinas bacterianas (Jutfelt y col., 2008; Ringø y 
col., 2007). Contrariamente, otras investigaciones con infecciones experimentales 
in vivo administrando A. salmonicida por vía oral en trucha arcoíris y rodaballo no 
lograron reproducir la enfermedad (Pérez y col., 1996). 
Durante las epizootias, la forunculosis cursa con altos índices de 
mortalidad y morbilidad. Por ejemplo, para las especies de salmónidos altamente 
susceptibles como el salmón del Atlántico y trucha arcoíris, los porcentajes de 
mortalidad acumulada alcanzan valores de entre el 70 y 90% durante las primeras 
3 o 4 semanas tras el inicio del brote (Burr y col., 2005; Glover y col., 2006; 
Holten-Andersen y col., 2012). Del mismo modo, los porcentajes de morbilidad 
durante brotes en salmónidos están comprendidos entre el 50 y 100% (Ogut y 
Reno, 2005; Ogut y col., 2004). 
Una característica importante de la epizootiología de la forunculosis es la 
existencia de peces con infecciones “asintomáticas”. Esta forma de presentación 
solo ha sido registrada en algunas especies de salmónidos como el salmón del 
Atlántico y la trucha arcoíris (Cipriano y Austin, 2011), mientras que 
investigaciones en otras especies, incluido el rodaballo, no pudieron establecer 
esta condición (Dautremepuits y col., 2006; Nordmo y col., 1998b; Pérez y col., 
1996; Polinski y col., 2010). Los peces con infección subclínica no muestran 
signos de enfermedad, sin embargo, la bacteria (sus antígenos o ácidos nucleicos) 
puede detectarse en órganos internos y, por consiguiente, son considerados 
portadores y potenciales diseminadores del patógeno (Bernoth, 1997b; Byers y 
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col., 2002a; Hiney y col., 1997). Sin embargo, debido a que la infección 
asintomática o estado de portador se define por diferentes métodos diagnósticos y 
el material muestreado, no existe un criterio uniforme para caracterizar esta 
condición (Hiney y col., 1997). Por ejemplo, Cipriano y col. (1994) sugieren que 
la detección de A. salmonicida en el moco de la superficie cutánea tiene valor 
predictivo para la detección de portadores asintomáticos, mientras que Hiney y 
col. (1994) postularon que en salmón del Atlántico con infección subclínica, el 
patógeno se acantona dentro del lumen intestinal. 
1.2.6. Signos clínicos y lesiones 
Basados en las manifestaciones clínicas observadas en salmónidos, la 
infección por A. salmonicida se ha clasificado tradicionalmente en tres formas 
clínicas: hiperaguda, aguda y crónica (Austin y Austin, 2007; Bernoth, 1997b). 
Las características generales de cada una de las formas de presentación se 
resumen en la tabla 1.6. 
Características 
Curso clínico de la enfermedad 
Hiperaguda Aguda Crónica 
Signos generales Letargia, anorexia, dificultad respiratoria 
Letargia, natación en 
superficie, anorexia, 
dificultado respiratoria 
Letargia, 
hiporexia/anorexia 
Exoftalmia Posible Posible Posible 
Lesiones cutáneas 
generales 
Oscurecimiento de la piel, 
hiperemia/congestión, 
hemorragias 
Oscurecimiento de la piel, 
hemorragias y úlceras 
profundas 
Hiperemia/congestión 
Necrosis cutánea y 
muscular 
(“forúnculos”) 
No Posible Posible 
Ascitis No Posible Posible 
Curso 2-3 días 2-15 días Variable 
Edad Larvas, alevines Todas Adultos 
Mortalidad Alta Alta Baja 
Tabla 1.6. Características generales de las formas clínicas de presentación de la forunculosis.  
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La forma hiperaguda afecta principalmente a alevines causando una 
septicemia hemorrágica. Los peces muestran oscurecimiento de la piel, dificultad 
respiratoria y ligera exoftalmia, congestión/hiperemia y hemorragias 
generalizadas, afectando a branquias, serosas parietal y visceral y diversos 
órganos (Austin y Austin, 2007; Bernoth, 1997b; Cipriano y Austin, 2011). 
La forma aguda afecta a alevines, peces en crecimiento y adultos, y 
constituye la forma más frecuente de presentación tanto en salmónidos como en 
otras especies (Austin y Austin, 2007; Cipriano y Austin, 2011). Los peces 
comienzan a mostrar signos clínicos evidentes a partir de 1 a 4 días tras la 
exposición a la bacteria (período de latencia) y mueren entre 2 y 10 días después 
de comenzados los signos clínicos (Ferguson y col., 1998; Holten-Andersen y 
col., 2012; Ogut y Reno, 2005; Young y col., 2009). Cursa con anorexia, natación 
errática, letargia, oscurecimiento de la piel, ascitis, dificultad respiratoria, 
exoftalmia, eritema o petequias sobre la superficie corporal (especialmente 
evidentes en la base de las aletas), úlceras cutáneas y tumefacciones cutáneas 
denominadas “forúnculos” (Bernoth, 1997b; Bruno y Poppe, 1996; Cipriano y 
Austin, 2011; Diamanka y col., 2013; Glover y col., 2006; Villumsen y Raida, 
2013; Young y col., 2009). En las formas hiperaguda y aguda, los peces pueden 
morir sin manifestar sintomatología previa (Bruno y Poppe, 1996).  
Las principales lesiones incluyen eritema o hemorragias cutáneas, 
branquiales y en aletas, úlceras cutáneas, necrosis y hemorragias de la 
musculatura esquelética (figura 1.6 y 1.7 a), necrosis coagulativa de tejidos 
hematopoyéticos (bazo y riñón), miocardio, hígado y epitelio tubular renal (Burr y 
col., 2005; Cipriano y Austin, 2011; Diamanka y col., 2013; Gunnlaugsdóttir y 
Gudmundsdóttir, 1997; Noga, 2010). Se pueden identificar colonias bacterianas 
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Gram negativas en diferentes tejidos, principalmente en branquias, tejido 
hematopoyético y corazón, asociadas a necrosis del tejido circundante y 
generalmente con ausencia de inflamación o acompañado de un ligero de 
infiltrado inflamatorio (figura 1.7 b) (Burr y col., 2005; Kent y col., 2013; 
Roberts, 2012a). 
 
Figura 1.6. Necrosis de la musculatura esquelética epiaxial (flechas) de la región dorsal del pedúnculo caudal en una trucha arcoíris infectada con 
A. salmonicida (foto del grupo de investigación).   
 
Las lesiones referidas como “forúnculos”, descritas en salmónidos, 
consisten en tumefacciones de tamaño variable, localizadas en la piel y la 
musculatura esquelética, que contienen tejido necrótico y líquido 
serosanguinolento, los cuales pueden evolucionar hacia la ulceración o cicatrizar 
(Bernoth, 1997b; Bruno y Poppe, 1996; Roberts, 2012b). Estas lesiones son el 
resultado de la necrosis tisular causada por la liberación de enzimas y toxinas 
bacterianas, posterior a la diseminación sistémica (endógena) de A. salmonicida y 
su localización dentro de la dermis, hipodermis y/o musculatura. Una vez que la 
bacteria alcanza los tejidos se establece una reacción inflamatoria severa, con 
infiltrados leucocitarios compuestos principalmente por macrófagos y escasos 
polimorfonucleares (Bruno y Poppe, 1996; Ellis y col., 1997; Roberts, 2012b). A 
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medida que la lesión progresa, se incrementan los procesos degenerativos, 
convirtiéndose en un área de necrosis licuefactiva, exudado fibrinoso y 
hemorragia, con variable cantidad de macrófagos y abundante cantidad de 
bacterias (Bruno y Poppe, 1996; Roberts, 2012b). 
Figura 1.7. Lesiones asociadas a infección natural con A. salmonicida en trucha arcoíris, tinción de H-E. a, áreas de mionecrosis (*) y hemorragia (flecha) de la musculatura esquelética. Barra = 500 µm. b, riñón, colonia bacteriana (flecha) en el tejido linfo-hematopoyético intertubular, próxima a un área de necrosis tisular (*). Barra = 50 µm (fotos del grupo de investigación). 
Con respecto a los términos “forúnculo” y “forunculosis”, los cuales han 
sido históricamente utilizados para denominar a las lesiones cutáneas y a la 
enfermedad causada por A. salmonicida respectivamente, Cipriano y Bullock 
(2001) han planteado que su empleo en peces no es correcto. El desacierto en 
denominar a las lesiones en peces como “forúnculos” parte de su significado 
patológico, el cual se define como un proceso inflamatorio asociado a la ruptura 
del folículo piloso y la exposición de la queratina en la dermis (Ginn y col., 2007). 
La forma crónica solo ha sido documentada en salmónidos. Ocurre en 
peces adultos, los cuales muestran oscurecimiento de la piel, letargia, hiporexia, 
ligera exoftalmia, congestión cutánea en la base de las aletas y desarrollo de 
“forúnculos” (Austin y Austin, 2007; Bernoth, 1997b; Cipriano y Austin, 2011). 
Bernoth (1997b) y Austin y Austin (2007) puntualizaron que si bien los 
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“forúnculos” son considerados un rasgo característico de la enfermedad, la 
ocurrencia de los mismos en peces infectados naturalmente no es frecuente. En 
esta forma de presentación de la enfermedad, internamente los peces muestran 
ascitis, congestión y/o hemorragias en las serosas (parietal y visceral), celomitis 
crónica, así como consistencia friable del riñón y bazo (Bernoth, 1997b). Las 
lesiones microscópicas de la forma crónica de forunculosis solo han sido descritas 
por Ferguson y McCarthy (1987), quienes refirieron necrosis esplénica y 
degeneración fibrinoide en epicardio y tejido conectivo subepicárdico (Bernoth, 
1997b). 
1.2.7. Patogenia 
A. salmonicida es un patógeno obligado, por lo que su presencia es 
suficiente para causar enfermedad en peces susceptibles, bajo condiciones 
ambientales favorecedoras (Austin, 1997). Para ello, los microorganismos deben 
ser capaces de ingresar al hospedador, evadir la respuesta inmune, multiplicarse y 
consecuentemente, causar las lesiones (Secombes, 1997; Vanden Bergh y Frey, 
2013). 
A. salmonicida ingresa al hospedador a través de piel, branquias o de la 
mucosa digestiva, para lo cual, como prerrequisito, A. salmonicida se adhiere, 
coloniza y posteriormente atraviesa las barreras epiteliales (Cipriano y col 1994, 
Farto y col 2011, Ferguson y col 1998, Vendrell y col 2009, Svendsen y col 
1999). Esta capacidad de adhesión (incluidas células epiteliales, componentes 
intersticiales y de la matriz extracelular) y penetración a los tejidos viene dada por 
la capa A (cubierta externa de naturaleza proteica) y la secreción de toxinas y 
enzimas (Garduno y col., 1995; Garduño y col., 2000; Noonan y Trust, 1997; 
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Reith y col., 2008; Vanden Bergh y Frey, 2013). Una vez en los tejidos, la 
bacteria progresa gracias a la secreción de diversas enzimas hidrolíticas (con 
acción proteolítica y lipolítica) y alcanza rápidamente la circulación sanguínea 
(Farto y col., 2011; Vanden Bergh y Frey, 2013). Posteriormente se disemina 
sistémicamente por vía sanguínea (bacteriemia/septicemia) hacia los tejidos, 
incluido bazo, riñón, corazón, musculatura esquelética y piel (Burr y col., 2005; 
Farto y col., 2011; Vendrell y col., 2009). La capacidad de establecer rápidamente 
una bacteriemia se ha demostrado, por ejemplo, en salmón del Atlántico expuesto 
a A. salmonicida por inmersión, donde la bacteria se detectó en sangre a partir de 
las 2 h posteriores a la exposición (Svendsen y col., 1999). Del mismo modo, 
Farto y col. (2011) demostraron que A. salmonicida en rodaballos se diseminó vía 
sanguínea hacia los órganos internos durante las primeras 6-12 h tras la 
exposición por inmersión, y más tarde alcanzó otros tejidos como la musculatura 
(7 días post-exposición). 
La colonización de los tejidos y la multiplicación bacteriana es evidente a 
partir del primer día de infección (dependiendo de la vía de entrada, dosis 
infectiva y tropismo por el tejido), lo cual coincide con la aparición de signos 
clínicos de enfermedad (Ferguson y col., 1998; Ogut y Reno, 2005). La presencia 
de A. salmonicida en los tejidos ocasiona necrosis tisular que, en casos severos, 
conducen a la licuefacción de los mismos (Orozova y col., 2009). El daño tisular 
es el resultado de la acción de la endotoxina y de la secreción de toxinas y 
enzimas (principalmente asociadas al sistema de secreción tipo III), entre las 
cuales destacan las proteasas (por ejemplo 70 kD serin-proteasa, metalo-
proteasas), lipasas (fosfolipasas) y toxinas citolíticas (Beaz-Hidalgo y Figueras, 
2013; Braun y col., 2002; Burr y col., 2005; Dacanay y col., 2006; Fehr y col., 
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2006; Reith y col., 2008; Vanden Bergh y Frey, 2013). Los efectos necrotizantes y 
letales de los productos extracelulares han sido claramente demostrados en 
salmónidos, como salmón del Atlántico, trucha arcoíris, trucha de arroyo, trucha 
ártica y tímalo común, mediante la administración de los mismos vía 
intramuscular o intracelómica (Burr y col., 2005; Ellis y col., 1997; 
Gunnlaugsdóttir y Gudmundsdóttir, 1997; Madetoja y col., 2003; Orozova y col., 
2009). 
Además de las propiedades invasivas y toxigénicas, A. salmonicida es un 
patógeno intracelular facultativo (Austin, 1997). Diversos estudios in vitro e in 
vivo demostraron que A. salmonicida es capaz de ingresar, sobrevivir y 
multiplicarse dentro de diferentes líneas de células no fagocíticas de peces y 
macrófagos de trucha arcoíris, salmón Atlántico y trucha de arroyo (Barnes y col., 
1999; Burr y col., 2005; Daly y col., 1996; Garduño y Kay, 1995; Garduño y col., 
2000). Actualmente no se conoce completamente la estrategia que utiliza 
A. salmonicida para sobrevivir dentro de los macrófagos, sin embargo, se ha 
demostrado que ciertos factores de virulencia, como la capa A y diversos 
efectores del sistema de secreción tipo III bloquean los mecanismos bactericidas 
permitiendo la supervivencia intracelular (Burr y col., 2005; Dacanay y col., 
2006; Fast y col., 2009; Vanden Bergh y Frey, 2013). Los principales factores de 
virulencia de A. salmonicida implicados en la patogenia de la enfermedad se 
esquematizan en la figura 1.8.  
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Figura 1.8. Esquema de los principales factores de virulencia de A. salmonicida. 
1.2.8. Diagnóstico 
Como para la mayoría de las enfermedades de producción, el diagnóstico 
de forunculosis debe abordarse sobre la base de la población, fundamentalmente 
cuando ocurre en granjas de producción. Para elaborar un diagnóstico presuntivo 
deben considerarse la anamnesis, incluyendo una historia clínica completa y 
detallada, las características epidemiológicas de la enfermedad y los hallazgos 
patológicos (cuando están presentes). En términos generales, cuando se presenta 
un caso de septicemia hemorrágica, con altos índices de mortalidad y morbilidad, 
fundamentalmente en áreas endémicas o de riesgo epidemiológico, siempre 
debemos contemplar a la forunculosis como un posible diagnóstico diferencial. 
El diagnóstico definitivo o etiológico (confirmatorio) se realiza mediante 
pruebas complementarias capaces de detectar al patógeno, sus antígenos o 
material genético. Un punto clave en la confirmación del diagnóstico es el envío 
del material adecuado y en condiciones correctas al laboratorio a fin de poder 
confirmar la enfermedad en los peces enfermos o muertos mediante un análisis o 
una combinación de varios. 
Introducción 
33 
 
La forma más frecuente y rutinaria para la confirmación de la forunculosis 
es el diagnóstico bacteriológico, basado en el aislamiento e identificación del 
patógeno. De esta manera, la bacteriología permite confirmar el diagnóstico de la 
enfermedad cuando la bacteria está presente en tejidos y/o fluidos (Diamanka y 
col., 2013; Effendi y Austin, 1995). En animales vivos se toman muestras de las 
lesiones cutáneas, superficie cutánea y branquial (Cipriano y col., 1994; Cipriano 
y col., 1992; Hiney y col., 1994). En animales muertos (de forma natural o 
eutanasiados), deben tomarse esencialmente muestras de las lesiones y riñón, 
mientras que otros tejidos y fluidos, como bazo, hígado, corazón, intestino, 
branquias, sangre y líquido ascítico también son útiles para el examen 
bacteriológico (Austin y Austin, 2007; Bernoth, 1997b; Brocklebank, 1998; 
Diamanka y col., 2013; Hiney y col., 1997). 
A. salmonicida es un microorganismo difícil de cultivar ya que no existen 
medios selectivos o enriquecidos que favorezcan su crecimiento cuando el número 
de microorganismos viables es insuficiente como para producir colonias (Cipriano 
y Austin, 2011). Otros inconvenientes que dificultan el diagnóstico bacteriológico 
son los estados no cultivables o la presencia de bacterias concomitantes que 
inhiben su crecimiento (por ejemplo Pseudomonas spp., Aeromonas móviles, 
Flavobacterium spp., Vibrio spp. o enterobacterias) (Bernoth, 1997b; O'Brien y 
col., 1994). Una vez obtenidas las colonias, se debe identificar al patógeno 
analizando las características bioquímicas del cultivo, mediante métodos 
convencionales en tubo y placa o por sistemas multiprueba de identificación 
bacteriana rápida (API20E BioMérieux) (Abbott y col., 2003; Glover y col., 2006; 
Orozova y col., 2009). 
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Las pruebas inmunológicas, basadas en reacciones antígeno-anticuerpo 
(mediante el desarrollo de anticuerpos monoclonales y policlonales) son métodos 
ampliamente utilizados para la detección de antígenos bacterianos. Las pruebas 
inmunológicas incluyen los test de aglutinación y los métodos inmunoenzimáticos 
(con diferentes sistemas de visualización de la reacción), entre los cuales se 
incluyen inmunofluorescencia, inmunoabsorción ligado a enzima (ELISA), Dot 
Blot, Western Blot e inmunohistoquímica (Beaz-Hidalgo y Figueras, 2013; Beaz-
Hidalgo y col., 2008; Glover y col., 2006; Saleh y col., 2011). 
Este grupo de técnicas permite la identificación de estructuras bacterianas 
en tejidos (in situ), material líquido (sangre, suero, excreciones y secreciones) o 
en animales vivos, principalmente a partir del mucus de las superficies corporales 
(Hiney y col., 1997; Pedersen y col., 2008). Particularmente, las pruebas de 
ELISA y Western Blot también son útiles para la titulación de anticuerpos 
circulantes específicos y así determinar si un pez estuvo expuesto a un 
determinado patógeno (Romstad y col., 2012; Villumsen y col., 2012). Las 
desventajas asociadas a las pruebas inmunológicas aparecen cuando la cantidad de 
células o productos bacterianos están por debajo del límite de detección de la 
prueba, antígenos que potencialmente presentan reactividad cruzada y la dificultad 
en establecer si los antígenos pertenecen a microorganismos viables. 
Las técnicas moleculares, capaces de detectar secuencias de ácidos 
nucleicos del patógeno, son los métodos de mayor sensibilidad y especificidad 
(Byers y col., 2002b; del Cerro y col., 2002). Están basadas en diferentes técnicas 
de reacción en cadena de polimerasa (PCR) y se aplican en cultivos, tejidos, 
fluidos (sangre, suero), exudados, heces, agua y sedimento (Balcázar y col., 2007; 
Byers y col., 2002a; Hu y col., 2012; Keeling y col., 2013; Lago y col., 2012). 
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1.2.9. Prevención, control y tratamiento 
Las medidas básicas de prevención adoptadas en las explotaciones 
comprenden por un lado, procedimientos de higiene y bioseguridad orientadas a 
reducir el riesgo de ingreso y la circulación de patógenos a las instalaciones; por 
otro lado, se busca incrementar la resistencia de los animales a la infección 
mediante la inmunización activa (por ejemplo a través de vacunaciones) (Press y 
Lillehaug, 1995; Santos y col., 2005; Toranzo y col., 2009; Villumsen y col., 
2012) y la selección genética (Drangsholt y col., 2011; Rodríguez-Ramilo y col., 
2011). 
Las medidas de higiene y bioseguridad incluyen filtración (filtros 
mecánicos y biológicos) y ozonización combinada con radiación ultravioleta del 
agua que se utiliza en los estanques (Aubin y col., 2006; Labatut y Olivares, 
2004). Para las instalaciones, principalmente los estanques y utensilios, es 
necesaria la limpieza y desinfección periódica, siendo recomendable para ello las 
soluciones de hipoclorito de sodio (Cipriano y Austin, 2011; Thomas y col., 
2013). 
La vacunación frente a A. salmonicida es una práctica muy extendida en 
las granjas de producción de salmónidos en Europa y Norteamérica, demostrando 
ser una herramienta efectiva en la prevención de brotes de la enfermedad 
(Drangsholt y col., 2011; Gudmundsdóttir y col, 2005; Gudmundsdóttir y 
Björnsdóttir 2007; Romstad y col., 2013; Villumsen y col., 2012). Hasta el 
momento, la vía de administración intracelómica es la que mejores resultados en 
términos de producción de anticuerpos y protección frente a la infección ha 
demostrado, en contraposición con las vías de administración por inmersión u oral 
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(Bøgwald y col., 1994; Midtlyng, 1997; Santos y col., 2005). En general, los 
protocolos de vacunación constan de una única dosis o doble dosis (revacunación) 
administradas mediante inyección intracelómica en peces a partir de los 15-30 g 
de peso que, en condiciones adecuadas, proporcionan una protección aceptable. 
Las vacunas inyectables pueden ser monovalentes o polivalentes, conteniendo 
diferentes bacterinas (generalmente inactivadas con formaldehído) o combinando 
bacterinas y virus inactivados (o proteínas virales) (Mutoloki y col., 2010; 
Nikoskelainen y col., 2007; Romstad y col., 2013; Villumsen y col., 2012). 
La mayoría de las vacunas comerciales son formuladas con adyuvantes 
oleosos (mineral y no mineral), a fin de prolongar la liberación del antígeno 
vacunal desde el sitio de inoculación así como la duración de la respuesta inmune 
(Grove y col., 2003; Romstad y col., 2012; Villumsen y col., 2012). Sin embargo, 
las vacunas adyuvantadas causan lesiones intracelómicas y sistémicas. Las 
lesiones intracelómicas incluyen grados variables de celomitis crónica, fibrosis e 
hipermelanización (figura 1.9) (Afonso y col., 2005; Berg y col., 2006; Gjessing y 
col., 2012; Koppang y col., 2008; Mutoloki y col., 2008; Vinay y col., 2013). Las 
consecuencias sistémicas relacionadas con el uso de vacunas adyuvantadas están 
mediadas por fenómenos de hipersensibilidad, reflejadas en la formación de 
granulomas en diversos tejidos como hígado, riñón y musculatura esquelética 
(Haugarvoll y col., 2010; Koppang y col., 2005), o vasculitis y glomerulonefritis 
immunomediadas, descritas en salmón del Atlántico (Koppang y col., 2008). 
Además, algunos investigadores demostraron que peces inyectados con vacunas 
oleosas muestran disminución del apetito durante algunos días posteriores a la 
vacunación, lo cual representa un signo de malestar (Berg y col., 2006; Grini y 
col., 2011; Sørum y Damsgård, 2004). 
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Debido a las lesiones causadas por los adyuvantes oleosos convencionales, 
actualmente se están investigando diferentes inmunoadyuvantes (de origen vegetal 
o animal) que generen el mínimo daño posible en los animales (Plant y LaPatra, 
2011; Taechavasonyoo y col., 2013; Zheng y col., 2012). Para el estudio de los 
efectos de las vacunas en los peces, la anatomía patológica juega un rol 
preponderante a fin de determinar el grado y tipo de lesión que ocasionan. 
Figura 1.9. Lesiones en cavidad celómica asociadas a la inyección intracelómica de una vacuna oleosa en salmón del Atlántico. Adherencias entre los órganos y la serosa parietal (flecha blanca) de la cavidad celómica y áreas de hiperpigmentación (flecha negra) (foto del grupo de investigación). 
La mayoría de las vacunas disponibles comercialmente están 
específicamente formuladas para salmónidos, sin embargo, el incremento en el 
número y volumen de producción de especies no-salmónidas en acuicultura, como 
por ejemplo el rodaballo, plantea la necesidad de avanzar en el desarrollo de 
nuevas vacunas. Santos y col. (2005) y Björnsdóttir y col. (2004) demostraron que 
las vacunas administradas por vía intracelómica inducen una respuesta de 
anticuerpos en el rodaballo, otorgando niveles aceptables de protección en los 
peces vacunados (Santos y col., 2005). 
En la actualidad, el tratamiento frente a A. salmonicida se basa en la 
administración de antibióticos. El objetivo del tratamiento es reducir la morbilidad 
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y la mortalidad de la población afectada, lo que conlleva a limitar la liberación del 
patógeno al ambiente y evitar nuevas infecciones dentro de la población. Desde el 
descubrimiento de la enfermedad se han usado diversos antibióticos, entre los 
cuales se encuentran las tetraciclinas (oxitetraciclina), algunos β-lactámicos como 
la amoxicilina, las quinolonas (ácido oxolínico, enrofloxazina, flumequina, 
florfenicol), y las sulfonamidas (sulfamerazina, sulfisoxazol, sulfadimetoxina y 
ormetoprim, sulfadiazina y trimetoprim, sulfonamida) (Austin y Austin, 2007; 
Cipriano y Austin, 2011; Hiney y Olivier, 1999; Nordmo y col., 1998a). La 
terapia antimicrobiana se realiza generalmente por vía oral, durante períodos de 
10 a 15 días. Un serio problema del tratamiento antibiótico radica en que su 
empleo excesivo e indiscriminado ha provocado la aparición de cepas resistentes 
frente a los antibióticos comúnmente usados (Dallaire-Dufresne y col., 2014; 
McIntosh y col., 2008; Reith y col., 2008; Schmidt y col., 2000; Trudel y col., 
2012; Vega-Sánchez y col., 2014).  
La selección genética también ha sido empleada para mejorar la resistencia 
a la infección por A. salmonicida en acuicultura, para lo cual el conocimiento del 
genoma y la disposición de mapas genéticos de algunas especies de interés 
acuícola, como salmón Atlántico y trucha arcoíris, han permitido la 
implementación de programas de selección de ejemplares (“familias” o 
poblaciones) más resistentes a la infección por la bacteria (Drangsholt y col., 
2011; Gui y Zhu, 2012; Zhang y col., 2011b). Actualmente, el avance en el 
estudio y determinación de la secuenciación del genoma del rodaballo, representa 
un paso sustancial para la regulación génica de procesos biológicos, incluidos 
aquellos relacionados con la resistencia intrínseca a patógenos, y aplicarlo en un 
futuro para seleccionar ejemplares inmunológicamente más competentes (Millán y 
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col., 2011; Pardo y col., 2008; Rodríguez-Ramilo y col., 2011; Rodríguez-Ramilo 
y col., 2014). 
1.3. Respuesta inmunitaria frente A. salmonicida 
1.3.1. El sistema inmunitario de los peces 
En general, los peces teleósteos poseen una organización del sistema 
inmunitario y mecanismos de defensa similares a los de los mamíferos, siendo la 
diferencia más significativa la carencia de médula ósea y linfonodos (Rauta y col., 
2012; Secombes y Wang, 2012). 
La organización anatómica del tejido hematopoyético y linfoide incluye el 
timo, el riñón y el bazo, los cuales representan los principales órganos del sistema 
inmune (Boehm y col., 2012; Press y Evensen, 1999; Zapata y col., 2006). 
Además, los peces poseen áreas de tejido linfoide difuso asociado a piel y 
mucosas que contribuyen a las defensas locales en estos tejidos (Gómez y col., 
2013; Scapigliati y col., 2002). Los principales órganos del sistema inmunitario de 
los peces teleósteos se esquematizan en la figura 1.10. 
El tejido hematopoyético se encuentra principalmente en el intersticio 
intertubular del riñón y en el parénquima del bazo (Secombes y Wang, 2012). El 
timo y el riñón son los órganos linfoides primarios donde se lleva a cabo la 
proliferación y maduración de linfocitos T y B respectivamente (Bromage y col., 
2004; Ma y col., 2013; Zapata y col., 2006). El riñón y el bazo además actúan 
como órganos linfoides secundarios, capaces de iniciar una respuesta inmunitaria 
específica frente a los patógenos (Ma y col., 2013; Raida y Buchmann, 2008; 
Zwollo y col., 2005). Dichos órganos contienen abundante cantidad de fagocitos 
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mononucleares (monocitos y macrófagos) y agregados de melanomacrófagos 
(macrófagos pigmentados), que en algunas especies se organizan formando 
centros de melanomacrófagos (CMMs). Los CMMs son lugares de degradación 
de células dañadas o envejecidas (especialmente eritrocitos), acumulación de 
productos endógenos (por ejemplo hemosiderina), y captación de partículas 
extrañas (Agius y Roberts, 2003; Dalmo y col., 1997; Leknes, 2007). Se ha 
demostrado que en los CMMs se retienen antígenos exógenos (Agius y Roberts, 
2003; Grove y col., 2003), y se considera que participan en el establecimiento de 
la respuesta immune específica, cumpliendo funciones análogas a los centros 
germinales de mamíferos (Agius y Roberts, 2003; Saunders y col., 2010; Vigliano 
y col., 2006). 
Figura 1.10. Esquema de los principales órganos implicados en la respuesta immune en los peces teleósteos. 
Funcionalmente, los mecanismos de defensa de los peces incluyen las 
barreras físicas y el sistema inmunológico (Raida y Buchmann, 2008). Las 
barreras físicas constituyen una barrera mecánica que protege de la acción de los 
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diversos agentes microbianos, físicos o químicos. Comprenden las escamas, 
superficies mucosas y mucus de la piel, branquias y aparato digestivo (Press y 
Evensen, 1999). Además, estas estructuras contienen moléculas con propiedades 
antimicrobianas, tales como la lisozima, lectinas, complemento, péptidos e 
inmunoglobulinas (Guardiola y col., 2014; Rakers y col., 2010; Tort y col., 2003). 
La respuesta inmunitaria se divide en inmunidad innata (no específica) e 
inmunidad adquirida (específica) (Rauta y col., 2012; Zhu y col., 2013). En los 
peces teleósteos el sistema innato está más desarrollado y es más importante que 
el adquirido en comparación con mamíferos (Magnadóttir, 2006; Rauta y col., 
2012; Vanya Ewart y col., 2005). Por ejemplo, la inmunidad innata ya está 
presente durante la fase larvaria, mientras que la inmunidad adquirida requiere de 
semanas a meses para su desarrollo durante la ontogénesis (Chettri y col., 2012; 
Davis y Ramakrishnan, 2009; Magnadóttir, 2006). 
Una característica relevante de la funcionalidad del sistema inmunitario de 
los peces es que no sólo depende directamente factores endógenos (edad, estado 
hormonal, estado nutricional, estrés), sino que también está condicionado por 
factores extrínsecos como la temperatura ambiente, principalmente para aquellas 
funciones relacionadas con la respuesta adaptativa (Köllner y Kotterba, 2002; 
Nikoskelainen y col., 2004; Zhang y col., 2011b). En general, para cada especie 
existe un rango de temperatura óptimo (rango de temperatura fisiológica) para que 
se desarrolle una respuesta efectiva. Dentro de este rango de temperatura, el 
sistema inmunitario responde de forma más rápida y con mayor magnitud cuando 
las temperaturas se encuentran en el extremo más elevado (Huang y col., 2011; 
Romstad y col., 2012). Por el contrario, temperaturas críticas bajas o altas retrasan 
o inhiben la respuesta inmunitaria (Tort, 2011). 
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El sistema inmunitario innato consiste en un conjunto de mecanismos no 
específicos de defensa capaces de reaccionar frente a los antígenos extraños 
(exógenos) sin que haya existido una exposición previa a un patógeno 
determinado (Boltaña y col., 2011; Tort y col., 2003). Está compuesto por factores 
humorales y celulares, presentes en tejidos, fluidos, secreciones, excreciones y 
exudados inflamatorios. Los factores humorales incluyen sustancias 
antimicrobianas y proteínas de fase aguda, como por ejemplo lisozima, lectinas, 
sistema del complemento, péptidos, proteína C reactiva, citocinas, etc. (Dash y 
col., 2011; Lin y col., 2007; Magnadóttir, 2006; Zhang y col., 2014a; Zhu y col., 
2013). Los principales componentes humorales del sistema inmune innato se 
resumen en la tabla 1.7. 
Componente Funciones principales Referencia 
Lisozima Lisis bacteriana, opsonización, activación del complemento y de macrófagos 
Saurabh y 
Sahoo (2008) 
Lectinas y 
pentractrinas (proteína 
C reactiva, amiloide 
sérico A) 
Aglutinación y precipitación de partículas, opsonización, 
activación del complemento 
Bayne y 
Gerwick (2001), 
Rauta y col. 
(2012) 
Transferrina, 
ceruloplasmina, 
metalotioneína 
Proteínas de unión al hierro: inhiben el crecimiento 
bacteriano. Activación de macrófagos 
Sahoo y col. 
(2013) 
Sistema del 
complemento 
Quimiotáctico para leucocitos (C5a), opsonización (C3b) 
y lisis bacteriana (complejo de ataque de membrana, 
C5b-C9) 
Boshra y col. 
(2006), Zhu y 
col. (2013) 
α2-macroglobulina, α2-
ceruloplasmina, α1-
antiproteasa 
Antiproteasas bacterianas Hanif y col. (2005) 
Eicosanoides Quimiotácticos para leucocitos, vasodilatación, aumento de la permeabilidad vascular 
Chopra y col. 
(2000) 
Quimiocinas Quimiotácticos para leucocitos Hong y col. (2003) 
Interferones Resistencia viral Workenhe y col. (2010) 
Tabla 1.7. Principales componentes humorales del sistema inmune innato. 
El sistema inmunitario innato también consta de componentes celulares 
compuesto por leucocitos polimorfonucleares (neutrófilos o heterófilos), fagocitos 
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mononucleares (monocitos, macrófagos y melanomacrófagos) y las células 
natural killer (Chaves-Pozo y col., 2005; Dautremepuits y col., 2006; Kilpi y col., 
2013; Rieger y Barreda, 2011). Otros tipos celulares involucrados en los 
mecanismos de defensa innatos son las células eosinofílicas granulares (análogas 
a los mastocitos de mamíferos), las células rodlet (asociadas a la defensa contra 
infecciones parasitarias) y células con cierta actividad endocítica y fagocítica 
como los linfocitos B, las células endoteliales y endocárdicas, células epiteliales 
epidérmicas y fibroblastos (Aamri y col., 2012; Dalmo y col., 1997; Li y col., 
2006; Lindell y col., 2012; Meseguer y col., 1995). Los principales componentes 
celulares del sistema inmune innato se resumen en la tabla 1.8. 
Tipo celular Principales funciones Referencia 
Polimorfonucleares 
(neutrófilos) 
Fagocitosis, lisis celular mediada por metabolitos reactivos del 
oxígeno (estallido respiratorio) y del nitrógeno, liberación de 
enzimas y péptidos antimicrobianos de los gránulos/lisosomas 
Katzenback y 
Belosevic 
(2009) 
Monocitos y 
macrófagos 
Fagocitosis, lisis celular mediada por metabolitos reactivos del 
oxígeno (estallido respiratorio) y del nitrógeno, liberación de 
enzimas y péptidos antimicrobianos de los gránulos/lisosomas. 
Síntesis y secreción de citocinas. Presentación de antígenos 
Grayfer y col. 
(2014), 
Neumann y 
col. (2001) 
Natural killer Lisis y apoptosis celular Fischer y col. (2013) 
Células eosinófilas 
granulares 
Secreción de sustancias vasoactivas (vasodilatación, aumento 
de la permeabilidad vascular) y quimiotácticas para neutrófilos 
Reite y 
Evensen 
(2006) 
Tabla 1.8. Principales tipos celulares que componen el sistema inmune innato. 
El sistema inmunitario adquirido se caracteriza por desencadenar una 
respuesta específica contra un antígeno determinado a la vez que se genera una 
memoria inmunológica (Grøntvedt y Espelid, 2004; Rauta y col., 2012; Zheng y 
col., 2012). Se divide en inmunidad humoral, basada en la producción de 
inmunoglobulinas (Ig) por los linfocitos B, e inmunidad celular, mediada por los 
linfocitos T colaboradores (CD4+), los cuales inducen la producción de linfocitos 
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T citotóxicos (CD8+) y la activación de macrófagos (Ma y col., 2013; Scapigliati, 
2013; Yamasaki y col., 2014; Ye y col., 2013). Los linfocitos son capaces de 
proliferar tras el contacto con el antígeno, generando un clon de células antígeno-
específicas, algunas de las cuales darán lugar a la respuesta inmune primaria, 
mientras que otras permanecen como células de memoria que generarán una 
respuesta secundaria. Esta respuesta es más rápida y de mayor magnitud frente a 
las subsiguentes exposiciones al antígeno (respuesta inmune secundaria) (Ma y 
col., 2013; Raida y Buchmann, 2008; Ye y col., 2013). 
Los teleósteos producen principalmente un isotipo de inmunoglobulina 
(Ig) tetramérica similar a la IgM de mamíferos (Chettri y col., 2012; Gao y col., 
2014; Tort y col., 2003). A diferencia de los mamíferos, en los peces no existe un 
cambio de isotipo de Ig durante la respuesta inmunitaria secundaria (Hanif y col., 
2005; Rauta y col., 2012). 
1.3.2.      Principales mecanismos inmunitarios frente a A. salmonicida 
La defensa contra A. salmonicida involucra una variedad de mecanismos 
de la inmunidad innata y adquirida que contribuyen a combatir la infección 
bacteriana (Dautremepuits y col., 2006; Magnadóttir, 2006). 
La inmunidad celular representa un componente fundamental en la 
resistencia frente a la bacteria, basada principalmente en la acción fagocítica y 
bactericida de los monocitos y macrófagos, los cuales responden de forma 
inmediata frente la presencia de la bacteria (Burr y col., 2005; Fast y col., 2009; 
Korytář y col., 2013; Nikoskelainen y col., 2005; Vanya Ewart y col., 2008). Los 
mecanismos bactericidas incluyen la generación de metabolitos reactivos del 
oxígeno (estallido respiratorio) y del nitrógeno (Campos-Pérez y col., 2000; 
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Forlenza y col., 2011; Nikoskelainen y col., 2007). Estos últimos se originan a 
partir de la producción de óxido nítrico, catalizado por la enzima sintasa de óxido 
nítrico inducible (iNOS) (Randelli y col., 2008). A su vez, la fagocitosis y 
destrucción bacteriana aumentan sustancialmente en presencia de opsoninas como 
los anticuerpos o componentes del sistema de complemento (Kilpi y col., 2013; 
Nikoskelainen y col., 2005). Por otro lado, el factor de necrosis tumoral alfa 
(TNF-α) parece jugar un rol esencial durante los estadios iniciales de infección. 
Por ejemplo, macrófagos de salmón del Atlántico y trucha arcoíris expuestos a 
A. salmonicida o sus componentes bacterianos como el lipopolisacárido (LPS), 
incrementan sustancialmente la producción TNF-α, a la vez que macrófagos 
activados por el TNF-α son más efectivos en la destrucción bacteriana (Fast y col., 
2009; Goetz y col., 2004; Grayfer y col., 2014; Vanya Ewart y col., 2008) 
La respuesta inmunitaria específica, mediada por anticuerpos también 
cumple un papel importante en la defensa contra A. salmonicida, 
fundamentalmente durante las fases tardías o episodios recurrentes de exposición 
al patógeno (Fast y col., 2009; Romstad y col., 2013; Villumsen y Raida, 2013). 
La inmunidad mediada por anticuerpos frente a la bacteria es transitoria, sin 
embargo, puede persistir por tiempos prolongados si existen contactos (estímulos) 
periódicos con el antígeno para el mantenimiento de la memoria inmunológica 
(Kilpi y col., 2013; Romstad y col., 2012; Santos y col., 2005). La importancia de 
los anticuerpos frente a la infección se ha demostrado a través de estudios de 
vacunación, en los cuales, la administración de bacterias vivas atenuadas, 
bacterinas o diferentes antígenos bacterianos inducen una respuesta humoral que 
protege a un porcentaje aceptable de peces frente a la infección (Bergh y col., 
2013; Romstad y col., 2012; Santos y col., 2005; Villumsen y col., 2012).  
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La mayoría de los estudios sobre la cinética de los anticuerpos frente a 
A. salmonicida, aunque con resultados variables, han demostrado que la 
producción de anticuerpos es lenta, incrementándose a partir de las 2-4 semanas 
tras la exposición al patógeno. A partir de entonces pueden mantenerse o 
incrementarse hasta alcanzar sus máximos niveles entre las 6 y 18 semanas post 
exposición (Köllner y Kotterba, 2002; Romstad y col., 2012; Thuvander y col., 
1993; Villumsen y col., 2012). La afinidad de los anticuerpos frente a los 
antígenos de A. salmonicida es baja a moderada (Ma y col., 2013; Tort y col., 
2003), por lo tanto, los peces deben poseer anticuerpos séricos en cantidades 
suficientes para el control y eliminación de la bacteria durante la infección (Bergh 
y col., 2013; Dash y col., 2011; Nikoskelainen y col., 2005; Romstad y col., 2013; 
Villumsen y col., 2012; Wagner y col., 2001). 
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2. Objetivos 
Este trabajo de Tesis Doctoral se enmarca dentro de una línea de 
investigación desarrollada conjuntamente por el grupo de Anatomía Patológica 
Veterinaria (GI-1707) y el grupo de Diagnóstico, tratamiento y prevención de 
enfermedades infecciosas (GI-1218) de la Universidad de Santiago de 
Compostela, en colaboración con el Clúster de la Acuicultura de Galicia, y en el 
contexto de varios proyectos de investigación financiados con fondos 
autonómicos. El objetivo general de la presente Tesis Doctoral es abordar en 
mayor profundidad la morfopatología y la patogenia de enfermedad aguda y 
crónica causada por la infección por A. salmonicida en el rodaballo. Por otra 
parte, y con el propósito de contribuir a la evaluación de la eficacia de las vacunas 
frente a la enfermedad, se estudió el grado de protección, la respuesta inflamatoria 
y la cinética del antígeno vacunal en diferentes formulaciones. En este sentido, los 
objetivos concretos son: 
1. Caracterización morfopatológica de la infección natural y experimental con 
A. salmonicida en rodaballos. 
2. Puesta a punto de una técnica inmunohistoquímica para determinar la 
localización y distribución del antígeno bacteriano y vacunal en cortes 
histológicos. 
3. Estudio de la respuesta inmunitaria en rodaballos infectados 
experimentalmente con A. salmonicida, mediante la descripción de la 
distribución temporal y espacial de células inmunocompetentes en órganos 
linfohematopoyéticos. 
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4. Aplicación de las técnicas morfopatológicas en la evaluación de la eficacia 
vacunal en términos de cinética del antígeno vacunal y de respuesta tisular en 
el pez. 
5. Integración de la información obtenida en los diferentes apartados para avanzar 
en el conocimiento de los mecanismos de diseminación de la bacteria y de la 
respuesta inmunitaria del rodaballo, destinados a desarrollar mecanismos de 
prevención y control eficaces. 
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3. Materiales y métodos generales 
3.1. Peces 
Para este trabajo se utilizaron rodaballos (Scophthalmus maximus) sanos 
de diferentes tamaños para la realización de ensayos de infección experimental 
(capítulos 4 y 5) y de vacunación (capítulo 7) frente a cepas virulentas de 
A. salmonicida, y rodaballos procedentes de granjas de producción con lesiones 
cutáneas (capítulo 6).  
Los dos ensayos experimentales (infección y vacunación) se llevaron a 
cabo en las instalaciones del Clúster de Acuicultura de Galicia (Aguiño, Riveira). 
Los peces se mantuvieron en tanques plásticos (largo 115 cm, ancho 96 cm y 
profundidad 65 cm). Las condiciones del agua fueron: salinidad de 32‰, oxígeno 
disuelto no menor a 8 mg/l, carga de biomasa por tanque no superior a 15 kg/m2, 
y un caudal de flujo abierto de 15 l/kg/h. La temperatura del agua fue de 18 ± 1ºC 
y 16 ± 1ºC para los experimentos de infección y de vacunación respectivamente. 
Los peces se alimentaron ad libitum con pienso comercial.  
Los peces de cultivo infectados de forma natural procedían de lotes de 
engorde de dos granjas diferentes ubicadas en la Comunidad Autónoma de 
Galicia. En el primer caso (granja A) fueron remitidos en 2008, mientras que el 
otro grupo de peces (granja B) fue remitido en 2013. En ambos casos, los peces 
presentaban lesiones nodulares en la piel sobre la superficie ocular, con similar 
aspecto macroscópico. En el lote de peces de la granja A, los estudios 
microbiológicos confirmaron la presencia de A. salmonicida en muestras de riñón 
anterior e hígado. 
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3.2. Preparación de antígenos y obtención de antisueros 
frente a A. salmonicida 
Los antisueros usados para el estudio (capítulo 4, 6 y 7) de las cepas de 
A. salmonicida se obtuvieron mediante inyección en conejos, siguiendo el método 
propuesto por Sørensen y Larsen (1986) y Toranzo y col. (1987). La obtención y 
purificación del suero anti-A. salmonicida (utilizado en las técnicas 
inmunohistoquímicas) se realizaron en el Departamento de Microbiología y 
Parasitología de la Facultad de Biología-Edificio CIBUS (USC). 
3.2.1. Obtención de los antígenos 
La cepa de A. salmonicida TO96 7.1 se cultivó en medio agar de soja 
tripticaseína con 1% de cloruro sódico (p/v) (TSA-1) durante 48 h a 18ºC. 
Finalizado el tiempo de incubación, las células se suspendieron en tampón fosfato 
salino suplementado con formaldehído a una concentración final de 0,7% (v/v). 
La suspensión obtenida se mantuvo 3 h a 25ºC en agitación (200 rpm), al cabo de 
las cuales se transfirió a 4ºC. Las células formolizadas (CF) se lavaron tres veces 
por centrifugación (a 4000 rpm) durante 20 min y se suspendieron en 
formaldehído al 0,2% (v/v) en tampón fosfato salino (PBS) a una concentración 
aproximada de 1x109 células/ml (tubo Nº 3 de la escala de MacFarland). 
3.2.2. Inmunización de los conejos 
Las suspensiones bacterianas (cepa TO96 7.1) formolizadas se inyectaron 
en conejos por vía intravenosa en dosis de 0,2; 0,4; 0,8 y 1,0 ml administradas 
cada tres días. Después de dos semanas se repitió el proceso de inmunización 
utilizando siempre dosis de 1 ml (dosis de recuerdo). Finalmente se extrajo la 
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máxima cantidad de sangre posible mediante punción cardíaca, previa anestesia 
de los animales. La sangre extraída se dejó coagular a temperatura ambiente 
durante 2 h y se mantuvo 12 h a 4ºC, posteriormente se separó el suero por 
centrifugación durante 10 min a 3000 rpm. 
3.2.3. Purificación del antisuero 
La purificación del antisuero se realizó mediante cromatografía de 
afinidad, utilizando una columna comercial Hi Trap Protein A (Amersham 
Pharmacia Biotech AB, Sweden) según las instrucciones de la casa comercial. El 
proceso de elución se realizó en solución tampón de ácido cítrico 0,1 M, pH 3,6; 
el contenido proteico de las fracciones recolectadas se cuantificó por el método de 
Bradford (1976) utilizando el sistema comercial de laboratorios Bio-Rad. La 
titulación de los sueros se llevó a cabo en placas de microtitulación de 96 pocillos 
con fondo en “U” (Sterilin), utilizando diluciones seriadas de los antisueros (1/2-
1/2048) y la suspensión del antígeno CF de la cepa TO96 7.1. El título de cada 
antisuero de define como el recíproco de la mayor dilución de dicho suero que 
mostró una reacción positiva después de la incubación durante 18 h a 15ºC. 
3.3. Infección experimental 
Para la infección experimental (capítulos 4 y 5) se utilizaron peces de peso 
promedio de 68,12 ± 10,97 g y una longitud total promedio de 15,32 ± 0,62 cm. 
Para el desafío, se preparó una suspensión bacteriana de cepas virulentas de 
A. salmonicida (cepa TO96 7.1) en solución salina estéril, ajustada a una 
concentración de 1x109 células/ml (estandarizadas según el indicador de turbidez 
McFarland Nº 3). El grupo de peces desafiado fue inyectado con 0,1 ml de una 
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suspensión bacteriana (1x108 de unidades formadoras de colonias por pez). Por 
otro lado, un grupo control recibió 0,1 ml de solución salina estéril por vía 
intracelómica. Todos los peces se anestesiaron con tricaína metasultonato (MS-
222, Sigma Aldrich) disuelto en agua previo a la inyección. Los peces del grupo 
desafiado y control se muestraron a diferentes horas post-inoculación (hpi) (tabla 
3.1). Adicionalmente, 10 peces se muestrearon inmediatamente antes de realizar 
las inyecciones, a fin de evaluar el estatus sanitario y considerar como basales los 
datos obtenidos.  
Grupo experimental Puntos de muestreo (hpi) Nº de peces por cada punto de muestreo 
No inyectado 0 
10 Desafiado 3, 6, 24, 48 y 96 
Control 24, 48 y 96 
Tabla 3.1. Protocolo de muestreo de los grupos experimentales durante la infección experimental. hpi, h post-inoculación. 
3.4. Vacunación frente a A. salmonicida 
Para evaluar el grado de protección y efecto de la vacunación frente a 
A. salmonicida (capítulo 7) se elaboraron diferentes vacunas (vacuna acuosa y 
oleosa) utilizando como inmunógeno bacterinas completas inactivadas con 
formaldehído.  
3.4.1. Preparación de las vacunas 
La vacunas (acuosa y oleosa) fueron preparadas por la doctora Santos 
(USC), según la metodología descrita por Santos y col. (2005). Para ello, la cepa 
de A. salmonicida 1.50 se cultivó a 20ºC durante 24 h en un matraz que contenía 
100 ml del medio caldo de soja tripticaseína (TSB, Cultimed) suplementado con 
1% de NaCl (w/v) (TSB-1). Este cultivo (15 ml) se inoculó en matraces de 3 l que 
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contenían 1,5 l de TSB-1 y se incubaron durante 48 h a 20ºC con agitación a 100 
rpm. Finalizado el período de incubación, se inactivaron los cultivos mediante la 
adición de formaldehído a una concentración final de 0,3% (v/v) con incubación a 
temperatura ambiente durante 3 h y a 4ºC durante 24 h. La vacuna acuosa se 
ajustó a una concentración de 3x109 células/ml, usando TSB-1 con un 0,3% (v/v) 
de formaldehído como diluyente. La vacuna adyuvantada se preparó usando el 
compuesto oleoso no mineral MontanideTM 763-A (Seppic, Paris, France). Para la 
preparación de la vacuna adyuvantada el aceite no mineral MontanideTM 763-A se 
emulsionó al 50% (v/v) con la bacterina, ajustando la dosis a la misma 
concentración que para la vacuna acuosa.  
La esterilidad de las vacunas de base acuosa y base oleosa se confirmó por 
la ausencia de crecimiento bacteriano después de la inoculación de una alícuota de 
0,05 ml de la bacterina en TSB-1 seguido de incubación a 20ºC durante 48 h.  
3.4.2. Inmunización de los peces 
Las vacunas se administraron mediante inyección intracelómica en 
rodaballos sanos con un peso inicial promedio de 29,02 ± 5,66 g y longitud total 
promedio de 11,70 ± 0,78 cm. Los peces de cada grupo recibieron 0,1 ml 
(aproximadamente 1x108 células/pez) de los respectivos inóculos. 
Adicionalmente, dos grupos controles fueron inyectados con tampón fosfato 
salino (PBS) con formaldehído al 0,3% (PBS-3) y adyuvante con PBS-3, 
respectivamente. Previamente a la inyección, los peces fueron anestesiados con 
MS-222, a una dosis de 100 mg/ml. Los peces pertenecientes a los grupos 
experimentales se muestrearon a diferentes horas y días post-vacunación 
(hpv/dpv). El protocolo de vacunación y muestreo para cada grupo experimental 
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de detalla en la tabla 3.2. De forma adicional, inmediatamente antes de aplicar las 
inyecciones, se realizó un muestreo de 8 peces (tiempo 0) con el propósito de 
evaluar el estatus sanitario de la población.  
Grupo Inmunógeno Componentes 
Nº de 
peces 
inyectados 
Puntos de 
muestreo 
Nº de peces 
por 
muestreo 
Vacuna acuosa 
Sí 
TSB-1 
128 
3 hpv, 7, 
21, 45, 90 y 
180 dpv 
8 
Vacuna oleosa Adyuvante+TSB-1 
Control vacuna acuosa 
No 
Adyuvante+PBS-3 
Control vacuna oleosa PBS-3 
Tabla 3.2. Protocolo de vacunación y muestreo de los grupos experimentales. TSB-1, caldo de soja tripticaseína con 1% NaCl; PBS-3, tampón fosfato salino con formaldehído al 0,3%; hpv, horas post-vacunación; dpv, días post-vacunación. 
3.4.3. Evaluación de la eficacia de las vacunas 
La eficacia de las vacunas se determinó a los 90 dpv mediante el desafío 
experimental y cálculo del porcentaje relativo de supervivencia (RPS) (Amend, 
1981) (figura 3.1), siguiendo los procedimientos descritos en las monografías 
publicadas por la Comisión de la Farmacopea Europea para las vacunas anti-
furunculosis para peces salmónidos (EPCM, 2002). El desafío se realizó con la 
cepa A. salmonicida IAs 06.1. La cepa se cultivó en medio TSB-1 con agitación 
(100 rpm) durante 48 h a 20ºC, se lavaron las células dos veces por centrifugación 
y el sedimento se suspendió en el mismo tampón a una concentración inicial de 
1x109 células/ml. El número de bacterias viables presentes en el inóculo se 
determinó por siembra directa en placas de TSA-1 de diluciones decimales 
seriadas de la suspensión inicial. Los rodaballos inmunizados y controles se 
anestesiaron con MS-222 y se inyectaron intracelómicamente con 0,1 ml de las 
suspensiones bacterianas.  
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Figura 3.1. Fórmula para el cálculo del porcentaje relativo de supervivencia (RPS). 
3.5. Toma de muestras 
En todos los casos, el muestreo se realizó siguiendo un protocolo 
estandarizado. Todos los peces se sacrificaron con sobredosis del anestésico MS-
222 disuelto en agua, seguido de la sección completa de la médula espinal con un 
corte transversal por detrás de la cabeza. Posteriormente se pesaron, se midieron y 
se realizó la necropsia, extracción e inspección de los diferentes órganos (figura 
3.2). 
Para los peces de la infección experimental (capítulos 4 y 5) y vacunación 
(capítulo 7) se tomaron muestras de esófago, estómago, ciegos pilóricos, intestino 
(región anterior, media y posterior), bazo, hígado, páncreas, corazón, riñón 
(región anterior y posterior), branquias, timo, encéfalo, piel y musculatura. Las 
muestras se colocaron directamente en cassettes de inclusión y se fijaron en 
líquido de Bouin durante 12-16 h, tras lo cual se transfirieron a alcohol al 70%.  
Para los peces remitidos de las piscifactorías (capítulo 6), se tomaron 
muestras de las lesiones cutáneas junto con la musculatura subyacente, secciones 
de piel y musculatura, branquias, timo, esófago, estómago, ciegos pilóricos, 
intestino (región anterior, media y posterior), bazo, hígado, páncreas, corazón, 
riñón (región anterior y posterior), cerebro, ojos. Las muestras para microscopía 
óptica se fijaron en líquido de Bouin durante 12-16 h y posteriormente se 
transfirieron a alcohol al 70%. Para la evaluación mediante microscopía 
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electrónica se tomaron pequeñas muestras de las lesiones cutáneas que se 
colocaron en glutaraldehído al 2,5% en tampón cacodilato 0,1 M  
 
Figura 3.2. Técnica de necropsia empleada en rodaballo: a, extracción del timo, localizado en la región dorsomedial de la cavidad opercular (flecha). b, corte del complejo opercular y exposición de las branquias para su inspección y extracción. La línea blanca muestra el lugar de incisión para la apertura de la cavidad celómica. c, apertura de la cavidad celómica para exposición y extracción de órganos, C, corazón, 
H, hígado, E, estómago, CP, ciego pilórico, I, intestino, R, riñón. d, apertura de la cavidad craneana y extracción del encéfalo (En). 
3.6. Histopatología 
Todas las muestras de tejidos fijadas en líquido de Bouin destinadas al 
estudio histológico se procesaron de forma rutinaria para su inclusión en parafina. 
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Se hicieron cortes de aproximadamente 3 µm, se colocaron en portaobjetos y se 
tiñeron con hematoxilina y eosina (H-E). Paralelamente, se realizaron tinciones 
histológicas especiales en diferentes tejidos para cada estudio en particular, según 
las células o tejidos a identificar (tabla 3.3). 
Estudio Órgano/tejido Tinción Objetivo de la tinción 
Infección experimental 
(capítulos 4 y 5) 
Todos los órganos 
muestreados Gram Bacterias 
Infección natural  
(capítulo 6) 
Todos los órganos 
muestreados 
Gram Bacterias 
PAS Estructuras parasitarias y fúngicas 
Giemsa Bacterias y estructuras parasitarias 
Lesiones de piel y 
musculatura subyacente 
Ziehl-Neelsen Bacterias ácido-alcohol resistentes 
Tricrómico de 
Gallego 
Estructura de piel y 
tubérculos dérmicos Azul de Toluidina 
Rojo alizarina 
Vacunación 
 (capítulo 7) 
Órganos intracelómicos 
PAS Granulocitos 
Tricrómico de 
Gallego Colágeno 
Tabla 3.3. Tinciones empleadas para el estudio histopatológico. PAS, ácido peryódico de Schiff. 
3.7. Inmunohistoquímica 
La técnica inmunohistoquímica utilizada en todos los casos para la 
visualización de los antígenos (capítulos 4, 5, 6 y 7) se llevó a cabo mediante un 
método indirecto de dos pasos basado en un conjugado con polímero o sistema 
EnVision (Dako) (figura 3.3). En este método, el primer paso consiste en incubar 
las muestras con un anticuerpo primario diluido adecuadamente que se unirá al 
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antígeno. Posteriormente se incuba con un anticuerpo secundario, marcado 
mediante enzimas, dirigido contra el anticuerpo primario. En este sistema, varias 
inmunoglobulinas están unidas a un polímero de dextrano, que a su vez está 
conjugado con numerosas enzimas marcadoras (peroxidasa de rábano, HRP). Por 
último, la reacción se visualiza aplicando una solución de sustrato-cromógeno. 
Según el anticuerpo primario sea producido en ratón o conejo, el anticuerpo 
secundario se dirige contra la inmunoglobulina de ratón o conejo, 
respectivamente. Este sistema de detección es muy sensible ya que varios 
anticuerpos secundarios pueden reaccionar con numerosos epítopos del anticuerpo 
primario, resultando en un mayor número de moléculas de enzima capaces de 
reaccionar frente al cromógeno, amplificando la señal.  
 
Figura 3.3. Sistema de visualización EnVision en dos pasos. Aplicación del anticuerpo primario (paso 1), seguido de la incubación con reactivo polímero/HRP (paso 2). La reacción se visualiza mediante un cromógeno. 
El procedimiento para inmunohistoquímica sobre secciones de tejidos 
procesados rutinariamente para su inclusión en parafina incluyó: el desparafinado 
de los cortes, hidratación, bloqueo de la peroxidasa endógena mediante 
incubación con Peroxidase-Blocking Solution (Dako), recuperación antigénica 
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cuando fuera necesario, anticuerpo primario, antisuero secundario, y finalmente 
cromógeno. En todos los casos, las muestras fueron contrastadas con 
hematoxilina.  
Los anticuerpos primarios utilizados para este trabajo se detallan en la 
tabla 3.4. 
Anticuerpo Fuente Dilución Tiempo de incubación Capítulo(s) 
anti-A. salmonicida Y. Santos  1/30000 
2 h, temperatura 
ambiente 
4,6,7 
anti-iNOS Neomarkers, RB-1605 1/3000 5,6,7 
anti-citoqueratina WSS 
(pancitoqueratina) Dako, N1512 1/500 6,7 
anti-TNF-α Abcam, ab6671 1/600 5,7 
anti-IgM de rodaballo K. Pedersen 1/10000 16 h, 4ºC 6 
Tabla 3.4. Parámetros utilizados en inmunohistoquímica para cada anticuerpo primario. 
3.8. Microscopía electrónica de transmisión 
Para el estudio ultraestructural de las lesiones cutáneas con el microscopio 
electrónico de transmisión (capítulo 6) se recogieron las muestras en 
glutaraldehído al 2,5% en tampón cacodilato 0,1 M y se fijaron con tetróxido de 
osmio. La solución para diluir los fijadores y realizar los lavados fue el tampón 
cacodilato. Tras la fijación, las muestras se deshidrataron en etanoles de 
concentración creciente (incluyendo un paso de contraste con acetato de uranilo 
en etanol) con un último baño de óxido de propileno y finalmente se incluyeron 
en resina epoxi. Se realizaron cortes semifinos para observar de forma preliminar 
con el microscopio óptico. Los cortes de 500 nm de grosor se recogieron en portas 
y se tiñeron con una solución de azul de toluidina. Para la observación al 
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microscopio electrónico de transmisión, las secciones de 80 nm se contrastaron 
con acetato de uranilo y citrato de plomo. Se empleó un microscopio electrónico 
de transmisión JEOL JEM-1011. 
3.9. Histometría 
El recuento de células inmunomarcadas con iNOS y TNF-α en la región 
anterior y posterior del riñón y el bazo (capítulo 5) se hizo de forma automatizada 
(figura 3.4). Para ello se tomaron primero microfotografías de cinco campos 
aleatorios en cada órgano, utilizando el objetivo de 20 aumentos, y posterior 
procesado informático. Las imágenes se obtuvieron con un fotomicroscopio 
Olympus BX51 conectado a una cámara Olympus DP72 a través de ordenador. La 
adquisición de los campos se realizó con el software Olympus Cell^A (Olympus, 
Japón), que permitió la visualización del tejido en el monitor. Los parámetros de 
captura de imágenes se fijaron en modo manual y a los mismos niveles para lograr 
unos ajustes uniformes de luminosidad y color. 
Se contabilizaron todas las células inmunoteñidas en el área total 
fotografiada (0,72 mm2). El recuento en cada imagen se realizó con el software 
Image-Pro Plus 4 (Media Cybernetics Inc., Bethesda, MD). El programa permitió 
identificar los elementos de un color e intensidad establecidos, de tal forma que se 
seleccionaron todas las células inmunomarcadas (color marrón). Se creó una 
nueva máscara con los elementos escogidos. Estos aparecían en blanco y el resto 
de la imagen en negro. Se introdujo un rango de tamaño de las células y se 
contaron las áreas blancas que cumplían esa condición. Así se obtuvo el número 
de células positivas por imagen. 
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Figura 3.4. Esquema del procedimiento general utilizado para el estudio cualitativo y cuantitativo de las células iNOS+ y TNF-α+: 1, evaluación microscópica; 2, microfotografía de 5 campos tomados al azar; 3, recuento automático células positivas totales para cada órgano; 4, recolección e ingreso de datos en un programa estadístico; 5, cálculo de resultados mediante tests estadísticos. 
3.10. Análisis estadísticos 
Los datos del número de células iNOS+ y TNF-α+ en cada órgano se 
estudiaron por separado (capítulo 5). El estudio estadístico y los gráficos se 
realizaron con el software PASW Statistics 18 (SPSS Inc., Chicago, IL). El 
análisis de la varianza por rangos de una vía de Kruskal Wallis seguido de 
comparaciones pareadas (prueba U de Mann-Whitney) se utilizó para buscar 
diferencias entre los grupos (test no paramétricos). El nivel de significación se 
estableció en 0,05. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CAPÍTULO 4. 
INFECCIÓN AGUDA POR A. salmonicida 
(Acute Aeromonas salmonicida infection in turbot (Scophthalmus 
maximus L.). Histopathological and immunohistochemical studies) 
Infección aguda por A. salmonicida 
 
69 
 
4. Acute Aeromonas salmonicida infection in turbot 
(Scophthalmus maximus L.). Histopathological and 
immunohistochemical studies 
4.1. Introduction 
Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida (A. salmonicida), the etiologic 
agent of classical furunculosis, is one of the most important fish pathogen in 
aquaculture worldwide (Austin and Austin, 2007; Toranzo et al., 2005). 
A. salmonicida affects mainly both farmed and wild salmonid species, among 
which Atlantic salmon (Salmo salar) is considered particularly susceptible 
(Diamanka et al., 2013; Pedersen et al., 2008; Saleh et al., 2011). A. salmonicida 
is able to enter into the susceptible hosts via the injured skin and gills as well as 
through the mucosa of gastrointestinal tract (Effendi and Austin, 1995; Ferguson 
et al., 1998; Ringø et al., 2004; Svendsen et al., 1999). In salmonids, different 
clinical presentation of the disease, varying from acute to chronic as well as 
subclinical form, have been described (Austin and Austin, 2007; Bernoth, 1997; 
Hiney et al., 1994). The acute form is the most common presentation of the 
disease in both juvenile and adult fish, resulting in a hemorrhagic septicaemia 
with high mortality rates (Fernández et al., 1995; Ogut and Reno, 2005; Orozova 
et al., 2009). Pathological findings include exophthalmia, skin haemorrhages and 
ulcers, haemorrhages and necrosis in the muscle and different internal organs, 
mainly in spleen and kidney (Burr et al., 2005; Diamanka et al., 2013). 
A. salmonicida has also been isolated from a wide variety of commercially 
valuable non-salmonids species, including turbot (Scophthalmus maximus), 
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halibut (Hippoglosus hippoglosus), cod (Gadus morhua) and Senegalese sole 
(Solea senegalensis) (Bricknell et al., 1999; Lago et al., 2012; Lillehaug et al., 
2003; Magariños et al., 2011). 
Turbot aquaculture is an important economical activity in several countries 
of Europe, Asia and South America, and epizootic outbreaks of acute furunculosis 
in turbot farms have been reported in Spain, Portugal, Denmark, France and 
Norway (Lago et al., 2012; Lillehaug et al., 2003; Nougayrede et al., 1990; 
Pedersen et al., 1994; Toranzo and Barja, 1992). While A. salmonicida infection 
in turbot generally results in an acute fatal disease (Farto et al., 2011; Pérez et al., 
1996), chronically infected specimens show multifocal granulomatous dermatitis 
(Coscelli et al., 2014). Nevertheless, up to date, there is a paucity of data about the 
pathogenesis and pathology of the A. salmonicida infection in turbot. 
The aim of this work was to experimentally reproduce the acute form of 
A. salmonicida infection in turbot, in order to obtain a complete description of the 
disease from a morphopathological point of view. Moreover, an 
immunohistochemical (IHC) technique was specifically developed to detect 
A. salmonicida antigen in host tissues, in order to study the pathogenesis of the 
disease as well as provide a useful tool for diagnosis of the acute infection. 
4.2. Materials and methods 
4.2.1. Bacterial strain and antibody production 
A. salmonicida strain TO96 7.1, isolated in 1996 from diseased turbot 
cultured in Portugal and recently passaged through turbot, was used for the 
production of antiserum and the pathogenicity tests. The identity of the isolate 
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was verified by phenotypic and serological tests as previously described by Santos 
et al. (2005). Stock cultures of the strains were stored at -70°C in MicrobankTM 
tubes (Prolab Diagnostics) until passage on Tryptic Soy agar with 1% NaCl 
(TSA-1) added, immediately before use. Bacterial cultures were incubated at 18ºC 
for 48 h. Polyclonal antiserum was produced in rabbit against formol–fixed 
A. salmonicida strain TO96 7.1 (adjusted to 1x109 cells/ml, McFarland standard 
Nº 3) as previously described by Santos et al. (1995). Pre-immune serum was 
previously collected from the rabbit. Anaesthetized rabbits were bled by ear 
venepuncture, and serum recovered was aliquoted, undiluted and frozen at -20°C 
until use. The immunoglobulin G fraction (IgG) from antiserum was purified 
through a prepacked protein A Sepharose affinity chromatography column 
(HiTrapTM Protein A HP, GE Healthcare) according to the manufacture’s 
protocol. The reactivity of affinity-purified TO96 7.1 IgG with whole-cell 
antigens was verified using slide agglutination and Dot Blot assays as previously 
described by Santos et al. (1995). Purified antibodies were stored at -20°C. 
4.2.2. Fish and challenge procedure 
Turbot were obtained from a farm located in Northwestern Spain. Before 
their use in challenge experiments, fish were subjected to microbiological analysis 
in order to verify their health status. For challenge, bacterial suspension of 
virulent TO96 7.1 strain was prepared in sterile saline solution and adjusted to 
contain 1x109 cells/ml (McFarland standard Nº 3). Cell viability of bacterial 
suspension was verified by the plate dilution method using TSA-1 plates and 
counting the bacterial colonies produced. A total of 140 clinically healthy juvenile 
turbot with a mean weight of 68 g (± 10.97 g) and a mean total length of 15 cm (± 
0.62 cm) were divided into two equal experimental groups. Both groups were 
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intracoelomic injected. Challenged fish, received 0.1 ml of bacterial suspension 
[1x108 colony forming units (CFU) per fish]. Fish from control group were 
injected with 0.1 ml of sterile saline solution. Turbot were kept in plastic tanks 
(length 115 x width 96 x depth 65 cm) under controlled conditions of water 
quality and ventilation and fed ad libitum with a commercial diet until the end of 
the assays. During the course of the experiments water temperature was 
maintained at 18 ± 1°C. 
4.2.3. Sampling 
Challenged and control fish were euthanized by overexposure to tricaine 
methane sulfonate (MS-222, Sigma) and necropsy was performed. Samples from 
head kidney and/or spleen obtained from experimentally infected and control fish 
were streaked on the surface of TSA-1 plates and incubated at 18°C for up to 7 
days. Pure cultures recovered on TSA-1 were identified using phenotypic and 
serological methods as above described. Tissue samples were also analysed for 
the presence of A. salmonicida by using Dot Blot assay following the procedure 
described by González et al. (2004). 
For histological and IHC studies, samples of gastrointestinal tract, liver, 
spleen, pancreas, gonads, heart, thymus, gills, brain, skin and skeletal muscle 
were taken and examined. Tissue samples were fixed in Bouin’s liquid for 12 h. 
Challenged fish were sampled at 3, 6, 24, 48 and 96 h post-inoculation (hpi), and 
control fish were sampled at 24, 48 and 96 hpi. Ten fish from each group were 
randomly taken at every sampling point. 
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4.2.4. Histology  
Bouin’s–fixed tissues were processed by routine methods and paraffin 
embedded. Tissue sections were cut at 2-3 µm in thickness and stained with 
haematoxylin-eosin (H-E) and Gram stain. 
4.2.5. Immunohistochemistry 
Tissue sections from both control and challenged fish were air dried 
overnight at room temperature (RT) and then were de-waxed and rehydrated. All 
incubation steps were performed at RT in a humid chamber and slides were 
washed with 10 mM phosphate-buffered saline (PBS) 0.5% Tween 20, pH 7.4, in 
three successive immersions of 5 min between every step. Endogenous peroxidase 
was quenched by Peroxidase Blocking Solution (Dako, Denmark) for 1 h. Tissue 
sections were incubated for 2 h with the affinity-purified rabbit anti-
A. salmonicida TO96. 7.1 (anti–A. salmonicida, diluted 1:30,000), washed and 
then incubated for 30 min with an anti-rabbit EnVision+ System Labelled 
Polymer-HRP (Dako). Sections were developed employing 3,3’-
diaminobenzidine tetrahydrocloride as chromogen (DAB, Dako). Finally the 
immunolabelled tissue sections were counterstained with haematoxylin. For 
negative controls, the primary antibody was replaced by PBS or an irrelevant 
polyclonal antibody. In addition, in order to rule out cross-reactivity with other 
common pathogenic bacteria affecting turbot, the antibody anti-A. salmonicida 
was tested in tissue samples obtained from turbot experimentally injected with 
Tenacibaculum maritimum and Listonella anguillarum. 
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4.3. Results 
4.3.1. Gross and microscopic findings 
Significant gross lesions were not observed in either challenged or control 
fish. At light microscopy, the most significant lesions showed by challenged fish 
occurred in the coelomic cavity.  
At 3 hpi, a proteinaceous, clear eosinophilic material with a scarce number 
of extravasated erythrocytes, compatible with serous exudates, was observed into 
the coelomic cavity. 
At 6 hpi, turbot developed a mild to moderate coelomitis characterized by 
the presence of reactive mesothelial cells (figure 4.1 a) and diffuse infiltrates of 
inflammatory cells (mainly composed by monocyte/macrophages) on the 
connective tissue of coelomic cavity as well as on the serosal surface of organs. 
Moreover, from 6 hpi onwards, challenged fish showed generalized vascular 
congestion. 
From 24 hpi, turbot exhibited lesions in kidney. These changes consisted 
in perivascular oedema together with mild to extensive peritubular haemorrhages, 
as well as, multifocal areas of necrosis of the lympho-haematopoietic parenchyma 
(figure 4.1 b and c). 
From 48 hpi, random foci of necrosis jointly with mild haemorrhage in the 
parenchyma of the liver and spleen were seen. A high number of circulating 
leukocytes as well as leukocytes adhered to the vascular endothelium were 
observed in small vessels from internal organs (figure 4.1 d). Fibrin deposits were 
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present in small vessels (hyaline thrombi) and in the ventricular cavity of the 
spongy layer of the myocardium (mural thrombi) (figure 4.1 d and e). 
At 96 hpi, numerous Gram negative bacterial clusters were disseminated 
on the serosal surface of coelomic organs and in the parenchyma and blood 
vessels of all sampled tissues (except the brain and gastrointestinal tract) (figure 
4.1 f, g and h). The tissue surrounding bacterial colonies showed necrotic 
changes, particularly evident in kidney, liver, spleen and pancreas, while mild 
necrosis was detected in gills, thymus and gonads (figure 4.1 g and h). Strikingly, 
no evident leukocyte infiltrates associated with the microcolonies were detected. 
Neither bacteria nor histological changes were detected in tissues from 
control fish. 
4.3.2. A. salmonicida isolation/identification 
The microbiological analysis and Dot Blot assay in kidney and spleen 
tissues, allowed the detection of A. salmonicida from the challenged fish from 3 to 
96 hpi. 
 
Infección aguda por A. salmonicida 
 
76 
 
Figure 4.1. Histological changes in turbot challenged with Aeromonas salmonicida subspecies salmonicida, H–E staining. a, spleen, reactive mesothelium surrounding the spleen parenchyma (S), with marked hyperplastic proliferation and hypertrophy of individual mesothelial cells (arrowhead), 6 hpi. Bar= 20 µm. b, kidney, generalized peritubular haemorrhages (*) extending into lympho-haematopoietic tissue, 24 hpi. Bar= 100 µm. c, kidney, coagulative necrosis of the haematopoietic tissue (arrow) accompanied by haemorrhages and oedema (*), 24 hpi. Bar= 100 µm. 
d, liver, margination of leukocytes (arrows) and deposition of eosinophilic fibrinous-like material (arrowhead) within the lumen of the hepatic sinusoids, 48 hpi. Bar= 25 µm. e, heart, the ventricular cavity showed a fibrin thrombi adhered to the endocardium, containing enmeshed erythrocytes and leukocytes, 48 hpi. Bar=25 µm. f, heart, bacterial emboli in the lumen of the ventricular cavity (arrowhead). The bacterial colonies also colonized the myocardium (arrow), 96 hpi. Bar= 100 µm. g, spleen, bacterial colonies (arrows) in the lumen of ellipsoids and necrosis of surrounding tissue (arrowheads), 96 hpi. Bar= 100 µm. h, kidney, large bacterial colonies (arrows) associated with necrosis of the haematopoietic tissue 
(arrowheads), 96 hpi. Bar= 100 µm. Inset: necrosis of tubular cells with pyknotic nuclei (arrow) adjacent to bacterial colony (arrowhead). Bar= 50 µm. 
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4.3.3. Distribution of A. salmonicida antigens 
A. salmonicida antigen was identified by IHC in different tissues from 
challenged fish at all sampling times. From 3 to 96 hpi, the bacterial antigen was 
present on the serosal surface of coelomic organs, not only in an extracellular 
position, but also within the macrophages of the inflammatory infiltrates (figure 
4.2 a). Inside macrophages, the immunoreactivity against A. salmonicida varied 
from small positive granules to diffuse immunostaining (figure 4.2 b and c).  
From 6 hpi onwards, the A. salmonicida antigen was seen in the lumen of 
small blood vessels and capillaries, as well as associated to the endothelium and 
occasionally in the subendothelial tissue (figure 4.2 d). In the heart, strong 
positive reaction was observed in monocyte/macrophages in the lumen of cavities 
and related to the endocardial surface (figure 4.2 e and f). In spleen, the bacterial 
antigen was identified inside the ellipsoidal sheath cells (figure 4.2 g). Positivity 
associated to necrotic foci was detected in kidney and liver from 24 and 48 hpi, 
respectively (figure 4.2 h). 
At 96 hpi, the bacterial clusters were strongly positive for A. salmonicida 
(figure 4.2 i). Immunoreactivity was also detected within the cytoplasm of large, 
mononuclear, macrophage-like cells, as well as necrotic/apoptotic cells, 
surrounding the bacterium colonies in kidney (figure 4.2 j and k). In addition, the 
A. salmonicida antigen was observed in the lumen of the blood vessels and 
perivascular tissue of the myosepta of skeletal muscle. 
In tissues from control fish no bacterial antigen was detected. In addition, 
tissues from fish infected with Tenacibaculum maritimum and Listonella 
anguillarum did not show immunoreactivity with anti-A. salmonicida serum. 
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Figure 4.2. Photomicrographs of immunohistochemistry for Aeromonas salmonicida subspecies salmonicida in challenged turbot. a, bacteria were phagocytized by macrophage-like cells located on the stomach serosa (st), 6 hpi. Bar= 50 µm. Insert: macrophage with strong immunostaining in the cytoplasm. Note the extracellular localization of free bacteria in the coelomic cavity (arrows). Bar= 2.5 µm. b and c, macrophages showing a diffuse reactivity in the cytoplasm (b), while in others, the immunohistochemistry revealed the presence of spherical-like to oval structures (arrows) in the cytoplasm (c), 96 hpi. Bar= 5 µm. d, gill, strong positive reaction into the lumen of the blood vessels (arrows) of the secondary lamellae, 6 hpi. Bar= 25 µm. e and f, heart, single circulating monocyte (e) and macrophages associated to endocardial lining (f) showing cytoplasmic immunoreactivity, 6 hpi. Bar= 25 µm. g, spleen, evident immunostaining in the cytoplasm of the ellipsoidal macrophages (arrows), 6 hpi. Bar= 25 µm. h, kidney, immunopositivity displaying spherical to ovoid shapes (short rods) disposed in short chains within the necrotic tissue in the lympho-haematopoietic parenchyma, 48 hpi. Bar=10 µm. i, liver, immunoreactive bacterial colony surrounded by necrotic tissue (*), 96 hpi. Bar= 50 µm. j, kidney, macrophage-like cells around the large bacterial colonies within the haematopoietic 
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tissue, showing strong positive staining in the cytoplasm, 96 hpi. Bar= 25 µm. k, kidney, positive immunostaining in apoptotic/necrotic cells around the bacterial colonies (arrowheads), 96 hpi. Bar= 25 µm. 
4.4. Discussion 
The present study describes the morphopathologic profile of the acute 
infection by A. salmonicida in turbot. In addition, the distribution and tissue 
localization of the bacterium was assessed by use of IHC. 
The first microscopic changes corresponded to the proteinaceous material 
seen in the coelomic cavity, which probably represented both the injected 
suspension and the acute intracoelomic serous exudates. The development of 
coelomitis as well as the IHC detection of A. salmonicida in the coelomic cavity 
were due to the route of injection of the bacterium (Chaves-Pozo et al., 2005; Do 
Vale et al., 2002; Mutoloki et al., 2006; Weeks-Perkins and Ellis, 1995). 
The main histological lesions consisted on generalized vascular changes 
(intense vascular congestion, oedema, microvascular thrombosis, widespread 
haemorrhages and endothelial activation) as well as multifocal coagulative 
necrosis of tissues affecting several organs. The vascular disturbances, jointly 
with intravascular mobilization of leukocytes, and the spreading and 
multiplication of the pathogen in target tissues are compatible with a septicaemia 
and systemic inflammatory response (Bochsler and Slauson, 2002; Do Vale et al., 
2007; Peters et al., 2003; Remick, 2007). These findings were similar to those 
observed in salmonid species infected with A. salmonicida and other septicaemic 
diseases caused by Aeromonas hydrophila, “atypical” A. salmonicida or Vibrio 
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anguillarum (Björnsdóttir et al., 2005; Burr et al., 2005; Ferguson, 2006; Noga, 
2010; Rey et al., 2009; Roberts, 2012a; Treasurer et al., 2007). 
The early immunostaining of the bacteria in the lumen of blood vessels 
suggested that A. salmonicida, after body penetration, rapidly reaches the 
bloodstream and from there, it spreads systemically as bacterial emboli to the 
target organs. These results agree with studies where A. salmonicida was detected 
in several internal organs from 2-12 h after exposition by bath challenge in 
Atlantic salmon and turbot (Farto et al., 2011; Svendsen et al., 1999). 
The visualization of A. salmonicida antigen associated with blood vessels 
and necrotic areas supports a strong relationship between lesions and the presence 
of bacteria. Tissue necrosis probably resulted from cellular hypoxia due to 
vascular damage, as well as direct damage caused by the action of toxins and 
enzymes secreted by A. salmonicida (Braun et al., 2002; Lago et al., 2012; 
Magnadóttir et al., 2002; Orozova et al., 2009; Peters et al., 2003; Reith et al., 
2008; Swain et al., 2008; Vanden Bergh et al., 2013a). The critical involvement of 
extracellular products in the developed of lesions and clinical signs related to 
acute furunculosis has been reported in rainbow trout and Atlantic salmon 
(Gunnlaugsdóttir and Gudmundsdóttir, 1997; Lee and Ellis, 1991; Orozova et al., 
2009). 
The observation of A. salmonicida inside the blood vessels of the 
myosepta at 96 hpi suggested the potential capacity of the bacterium to invade the 
skeletal muscle, which could finally result in the characteristic focal necrotic-
hemorrhagic lesions affecting the musculature reported in salmonids (Bruno and 
Poppe, 1996; Diamanka et al., 2013; Young et al., 2009). Similarly, Farto et al. 
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(2011) found that A. salmonicida colonized the musculature of turbot at 7 days 
post–exposition to the pathogen (later stages of infection) by bath challenge. 
According to reports of acute furunculosis in salmonids, challenged turbot 
also did not show inflammatory cell infiltrates around microcolonies (Bernoth, 
1997). In this work, the apparent lack of inflammatory cells surrounding bacterial 
colonies was likely a result of the rapid development of the septicaemic condition. 
On the other hand, A. salmonicida possesses diverse virulence factors with 
immunosuppressive properties, which may contribute to the relative absence of 
inflammatory exudates since the septicaemia has been established (Dautremepuits 
et al., 2006; Ellis, 1991; Fast et al., 2009; Merino et al., 1994; Vanden Bergh et 
al., 2013b). However, the inflammatory infiltrates cannot be completely excluded 
in tissues with abundant amounts of leukocytes such as the splenic or renal 
parenchyma. 
The localization of the bacterial antigen in the cytoplasm of 
monocytes/macrophages indicates that these cells were involved in the rapid 
uptake of the live bacteria. Take into account that these phagocytic cells are a 
component of the reticuloendothelial system (RES) in teleosts, this finding 
suggests their participation in the early immune response against A. salmonicida 
infection (Dalmo et al., 1997; Dalmo et al., 1996; Ekman and Norrgren, 2003; 
Zapata et al., 1996). These results are in accordance with other studies that 
showed A. salmonicida components trapped in ellipsoids of turbot and kidney 
macrophages in Atlantic salmon after intracoelomic injection (Dalmo et al., 1998; 
Stensvåg et al., 1999). 
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In line with the removal function of pathogens, the diffuse intracellular 
immunostaining in the turbot phagocytes might be compatible with degraded 
bacterial components, while positive small granules found inside macrophages 
would represent clusters of recently phagocytosed bacteria. This finding may also 
indicate intracellular persistence of the bacteria for at least 96 hpi. The 
microbiological analysis and Dot Blot assay, which detected the bacterium after 
only 3 h of the infection and up to 96 h post infection, supported this hypothesis. 
The capacity of A. salmonicida strains for internalization and potential survival in 
fish macrophages and other cells, based on in vitro and in vivo studies has been 
demonstrated (Daly et al., 1996; Fast et al., 2009; Garduño and Kay, 1992; 1995; 
Garduño et al., 2000) and it was suggested that A. salmonicida may use 
macrophages as a mechanism of evasion of the immune response. 
On the other hand, the A. salmonicida antigen observed within degenerate 
cells around the bacterial colonies in the kidney suggested that A. salmonicida 
may also induce necrosis of infected cells (Vanden Bergh et al., 2013a). This 
assumption is consistent with in vitro studies that demonstrate the capacity of 
A. salmonicida to induce cytopathic effect in macrophages and other cells after 
internalization in them (Garduño and Kay, 1992; Garduño et al., 2000). 
In summary, in this study, pathological findings showed that intra-
coelomic injection of A. salmonicida in turbot resulted in a septicaemia 
compatible with the acute form of furunculosis described in salmonids. 
Furthermore, IHC detection of A. salmonicida antigens demonstrated the rapid 
blood distribution of the bacteria from the coelomic cavity to target organs and the 
development of the lesions. On the other hand, cells of RES were able to 
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phagocyte the live bacteria, likely as part of the mechanism of host innate 
resistance. 
To our knowledge, this is the first description of the morphohistological 
changes induced by A. salmonicida infection in turbot. Moreover, we have 
standardized an IHC method to specifically identify A. salmonicida in paraffin 
embedded tissues, which represents a new tool for the diagnosis of the disease. 
This method was found to be useful for identifying the pathogen from the first 
stage of the disease and thereby, differentiate acute A. salmonicida infection from 
others septicemic disorders. In addition, histopathology and IHC were especially 
valuable to gain insight into some aspects of the pathogenesis of the acute disease 
caused by A. salmonicida in turbot. 
 
 
 
 
 
 
Reprinted from: Coscelli, GA, Bermúdez R, Losada AP, Faílde LD, Santos Y, Quiroga MI (2014) 
Acute Aeromonas salmonicida infection in turbot (Scophthalmus maximus L.). 
Histopathological and immunohistochemical studies. Aquaculture 430: 79–85, with permission 
from Elsevier. 
GA Coscelli thanks the authors their permission to include the reproduction of the article in his 
PhD thesis. 
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5. Immunohistochemical study of iNOS and TNF-α 
response in turbot (Scophthalmus maximus L.) 
experimentally infected with Aeromonas 
salmonicida  
5.1. Introduction 
Similar to mammals, the immune system of teleost fish comprises innate 
and specific immune defences, which are composed by numerous humoral and 
cellular elements (Rauta et al., 2012; Tort et al., 2003). However, compared with 
mammals, the innate immunity component of teleosts fish plays a primordial role 
in limiting infections or eliminating the bacterial pathogens (Magnadóttir, 2006; 
Rauta et al., 2012; Zhang et al., 2011). The innate immune response has the 
capacity to recognize and respond to specific pathogen molecules through the 
activation of a wide range of antibacterial mechanisms, including the acute phase 
proteins, complement system, reactive metabolites of oxygen and nitrogen, pro-
inflammatory cytokines, such as tumor necrosis factor-alpha (TNF-α), and 
different chemokines (Costas et al., 2013; Magnadóttir, 2006; Rebl et al., 2007; 
Zhu et al., 2013). 
Among the non-specific antibacterial mechanisms, the nitric oxide (NO) 
and TNF-α are two of the major immune factors for bacterial killing (Bogdan, 
2001; Goetz et al., 2004; Secombes et al., 2001). These molecules are mainly 
produced by activated mononuclear phagocytes, macrophages and monocytes, 
especially during the early stages of bacterial infections (Chettri et al., 2012; Kilpi 
et al., 2013; Zhang et al., 2012). 
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The enzyme inducible nitric oxide synthase (iNOS) catalyses the 
production of the NO, promoting the subsequent formation of reactive nitrogen 
species (RNS) (Bogdan, 2001). The NO and RNS have been proven to be toxic to 
bacterial microorganisms affecting aquaculture, including A. salmonicida, 
Renibacterium salmoninarum and Yersinia ruckery (Campos-Pérez et al., 2000). 
TNF-α is a pro-inflammatory cytokine with antimicrobial and 
immunomodulatory properties, mainly involved in the activation of endothelial 
and different immune cells (García-Castillo et al., 2004; Hong et al., 2013; 
Kadowaki et al., 2009; Roca et al., 2008; Zhang et al., 2012). Several studies have 
shown an up-regulated expression of TNF-α gene in cultured fish macrophages in 
vitro and ex vivo as well as spleen and renal tissues, following the stimulation 
with bacteria or bacterial components, mainly after exposition to bacterial 
lipopolysaccharides (Ishibe et al., 2009; Millán et al., 2011; Rodríguez et al., 
2008; Schwenteit et al., 2013; Xiao et al., 2007). 
Currently, the majority of the studies aimed to investigate the innate 
immune parameters involved in the resistance against A. salmonicida infections 
are based on molecular or serologic techniques (Fast et al., 2009; Millán et al., 
2011; Ordás et al., 2007; Rodríguez et al., 2008; Vanya Ewart et al., 2005). 
However, there is a paucity of data about the distribution of the immune effectors 
in tissues, due partially to the lack of specific markers for immune determinants in 
fish (Randelli et al., 2008). 
The knowledge about the immune mechanisms implied in the resistance 
against A. salmonicida may provide relevant information to develop prophylactic 
and preventive control measures against this pathogen in fish farms, mainly those 
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leaded to improve the natural immunity (Nya and Austin, 2010; 2011; Rodríguez 
et al., 2009; Zhang et al., 2011). 
The aim of this study was to characterize the distribution and kinetics of 
the leukocyte population expressing iNOS and TNF-α antigen in kidney and 
spleen of turbot infected with A. salmonicida by means of immunohistochemical 
methods, in order to investigate the response of this non-specific mechanisms 
against the pathogen. 
5.2. Materials and methods 
5.2.1. Fish and challenge procedure  
Turbot were obtained from a farm located in Northwestern Spain. Fish 
were subjected to microbiological analysis in order to verify their health status 
prior to the beginning of the experiment. For challenge, bacterial suspension of 
virulent TO96 7.1 strain was prepared in sterile saline solution and adjusted to 
contain 1x109 cells/ml (McFarland standard Nº 3). Cell viability of bacterial 
suspension was verified by the plate dilution method using tryptic soy agar with 
1% NaCl plates and counting the bacterial colonies produced. 
A total of 140 clinically healthy juvenile turbot with a mean weight of 68 g 
(± 10.97 g) and a mean total length of 15 cm (± 0.62 cm) were divided into two 
equal experimental groups. Both groups were intracoelomic injected as follows: 
challenged fish received 0.1 ml of bacterial suspension [1x108 colony forming 
units (CFU) per fish]. Fish from control group were injected with 0.1 ml of sterile 
saline solution. Turbot were kept in plastic tanks (length 115 × width 96 × depth 
65 cm) under controlled conditions of water temperature (18 ± 1°C) and quality as 
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well as ventilation, and fed ad libitum with a commercial diet until the end of the 
assay. 
5.2.2. Sampling 
Challenged and control fish were euthanized by overexposure to tricaine 
methane sulfonate (MS-222, Sigma Aldrich) and afterwards they were necropsied. 
For light microscopy, samples of gastrointestinal tract, liver, spleen, pancreas, 
gonads, heart, thymus, gills, brain, skin and skeletal muscle were collected and 
fixed in Bouin’s fluid for 12 h. Challenged fish were sampled at 24, 48 and 96 h 
post-inoculation (hpi), and control fish were sampled at 0, 24, 48 and 96 hpi. Ten 
fish from each group were randomly taken at every sampling point. 
5.2.3. Histology 
Bouin’s-fixed tissues were processed by routine methods and paraffin 
embedded. Tissue sections were cut at 2-3 µm thickness and stained with 
haematoxylin-eosin (H-E) and Gram to evaluate histological changes. 
5.2.4. Immunohistochemistry 
Sections used in the assays included the head and posterior kidney, and the 
spleen (main lympho-haematopoietic organs in teleosts) from challenged and 
control turbot.  
Immunohistochemical detection of iNOS+ and TNF-α+ cells was assessed 
using the polyclonal rabbit anti-iNOS antibody (dilution 1:3000) (NeoMarkers, 
UK) and polyclonal rabbit anti-TNF-α antibody (dilution 1:600) (Abcam, UK). 
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All the incubations were performed at room temperature (RT) in an 
autostainer machine (Dako Autostainer). Between different steps, slides were 
washed with 10 mM phosphate-buffered saline (PBS) 0.5% Tween 20, pH 7.4, in 
three successive immersions of 5 min. Antigen retrieval was performed by heating 
under pressure in 10 mM citrate buffer, pH 6, for 10 min and then cooled for 20 
min. After that, sections were treated with peroxidase-blocking solution (Dako, 
Denmark) for 1 h to block endogenous peroxidase activity. After incubating with 
primary antibodies for 2 h, immunostaining was performed with Envision+ 
System-HRP (Dako) for 30 min, visualized with 3,3’-diaminobenzidine solution 
(DAB, Dako) and counterstained with Harris’s haematoxylin. Appropriate 
positive and negative control tissues were used. 
5.2.5. Qualitative and quantitative analysis of iNOS+ and TNF-α+ cells 
The localization of iNOS+ and TNF-α+ cells in head kidney, posterior 
kidney and spleen was assessed by light microscopy. 
From each animal, five digital images from the three tissues were 
randomly taken at 200x magnification with a photomicroscope Olympus BX51 
attached to a digital camera Olympus DP72, and then they were transferred to a 
computer. The camera had its auto mode turned off and manual controls were 
used to keep parameters at the same levels during the entire study. The number of 
positive cells was counted in all images using Image Pro Plus imaging software 
(Version 4.0.5.29, Media Cybernetics Inc.). 
The number of iNOS and TNF-α-producing cells in each organ was 
calculated by summation of counts of immunoreactive cell numbers. The number 
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of immunostained cells counted in the control group at 0 hpi was considered as 
the basal value for the analyzed parameters. 
5.2.6. Statistical analysis 
A non-parametric Mann–Whitney U test (MW) was used to detect 
differences between challenged and control group at each sampling point. A 
Kruskal-Wallis H test (KW) was applied to detect differences between sampling 
points within each group. Analyses were performed using the statistical software 
package IBM SPSS Statistics 20 (SPSS Inc.). The accepted level of significance 
for the test was p < 0.05. 
5.3. Results 
5.3.1. Histopathology 
Challenged fish showed coelomitis and generalized vascular congestion 
from 6 hpi onwards. Haemorrhages and multifocal necrosis in the parenchyma of 
kidney were observed from 24 hpi, while in liver and spleen these changes were 
evident from 48 hpi. At 96 hpi, numerous Gram negative bacterial clusters were 
disseminated on the serosal surface of coelomic organs and in the parenchyma and 
blood vessels of different organs, being particularly abundant in kidney. Necrosis 
surrounding bacterial colonies was common, especially in kidney, liver, spleen 
and pancreas, while mild necrosis was detected in gills, thymus and gonads. No 
histological changes were detected in tissues from control group. 
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5.3.2. Immunohistochemistry of iNOS 
5.3.2.1. Distribution of iNOS-producing cells 
Individual cells showing strong cytoplasmic immunoreactivity against 
iNOS antibody were detected in the kidney and spleen of all specimens. Most of 
positive cells were detected in the parenchyma of these organs, but iNOS+ cells 
were also observed into the lumen of blood vessels. 
The majority of iNOS+ cells were large mononuclear cells with 
morphologic appearance of monocyte/macrophages (figure 5.1 a and b). The 
shape of these cells varied from rounded to irregular and they possessed a round 
to oval or kidney-shape nuclei, sometimes with evident nucleolus and a moderate 
cytoplasm, often vacuolated. On the other hand, rare immunoreactive 
polymorphonuclear granulocytes were detected into the lumen of blood vessels. 
These cells had small rounded shape and indented or lobulated nucleus (figure 
5.1 c). 
Figure 5.1. Photomicrographs of immunohistochemistry with anti-iNOS antibody in the head kidney of turbot. a, interstitial macrophage located within the haematopoietic parenchyma. b, intravascular monocyte in the capillary lumen, erythrocytes (arrowheads), and lymphocyte (arrow). c, intravascular granulocytes showing lobulated nuclei in the capillary lumen. Bars = 5 µm. 
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Figure 5.2. Photomicrographs of immunohistochemistry with anti-iNOS antibody in tissues of control (a, c and e) and challenged turbot (b, d and f) at 24 hpi. Bars = 100 µm. a, positive cells scattered in the parenchyma of head kidney. b, abundant immunopositive cells within the haematopoietic tissue of head kidney. Inset: detail of iNOS+ cells closely associate to the blood vessels (v), interstitium (i). Bar = 12.5 
µm. c, iNOS+ cells especially located around the peritubular areas in posterior kidney. d, high number of positive cells win the intertubular parenchyma and surrounding the peritubular capillaries. Inset: detail of cells in close proximity to renal tubules (t), interstitium (i). Bar = 12.5 µm. e, immunostained cells were scattered through the parenchyma and clustered around a MMC and vessels in spleen. f, high density of immunostained cells diffusely distributed within the parenchyma. Note the strong immunoreactivity in the MMC (arrowhead). Inset: ellipsoid showed strong immunopositivity. Bar = 12.5 µm.  
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In head and posterior kidney, immunoreactive cells occurred scattered 
within the haematopoietic tissue and located around the peritubular capillaries and 
small blood vessels (figure 5.2 a-d). In spleen, iNOS+ cells tended to be located 
mainly around the blood vessels and melanomacrophage centres (MMCs), while 
scattered immunorreactive cells within the parenchyma of the red pulp were also 
detected (figure 5.2 e and f).  
In addition, in the fifty percent of the challenged fish, the MMCs and 
ellipsoids showed immunoreactivity for iNOS antigen (figure 5.2 f, 5.3 a and b). 
The staining of MMCs and ellipsoids within the tissues was not uniform, varying 
the intensity from weak to strong signal. Some challenged fish showed a large 
amount of small rounded mononuclear cells (lymphocyte-like cells) no reactive 
for iNOS antigen, clustered surrounding the MMCs in the spleen (figure 5.3 b). 
Figure 5.3. Photomicrographs of immunohistochemistry against iNOS antigen. a, spleen of challenged turbot at 48 hpi, showing strong positivity in MMC (arrowhead). b, note the lymphocytic population (iNOS-) (white circle) around a MMC (arrowhead). Bar = 50 µm. 
5.3.2.2. Quantitative analysis of iNOS+ cells 
The results of the quantitative analysis of iNOS+ cells (expressed as mean 
± SD) are shown in figure 5.4. In head and posterior kidney, the challenged fish 
had a statistically higher number of iNOS+ cells than control fish at all sampling 
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points. In spleen, the number of iNOS+ cells in the challenged group was 
significantly higher than in the control group at 24 and 48 hpi. The number of 
iNOS+ cells in the challenged group in head and posterior kidney tended to 
decrease throughout the sampling points, with significant differences between 96 
hpi and 24 hpi. There were no statistically significant differences among the 
sampling points of the control group. 
 
Figure 5.4. Mean ± SD number of iNOS+ cells in head kidney (a), posterior kidney (b) and spleen (c) in experimental groups. Asterisks denote statistically significant differences between the injected groups (MW, p < 0.05). Letters denote significant differences between sampling points from challenged fish (KW, p < 0.05).  
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5.3.3. Immunohistochemistry of TNF-α 
5.3.3.1. Distribution of TNF-α-producing cells 
Immunoreactivity against TNF-α was detected within the cytoplasm of 
individual cells, both in the kidney and spleen from challenged and control fish. 
TNF-α-producing cells showed a typical morphology of monocyte/macrophage 
(figure 5.5 a and b), and they were detected in the evaluated tissues in both the 
parenchyma as well as intravascularly.  
 
 
 
 
Figure 5.5. Photomicrographs of immunohistochemistry with anti-TNF-α antibody in the spleen of turbot. a, interstitial macrophage located within the haematopoietic parenchyma. b, intravascular monocyte in the blood vessel. Bar = 5 µm. 
TNF-α+ cells displayed a very similar pattern of distribution to that 
described for iNOS+ cells, both in control as in challenged turbot (figure 5.6 a-f). 
Only one turbot from the challenged group showed reactivity for TNF-α antigen 
in the MMCs from spleen at 96 hpi, which showed abundant amount of 
lymphocyte-like cells, negative for TNF-α antigen, surrounding the MMCs (figure 
5.6 f, inset).  
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Figure 5.6. Photomicrographs of immunoshistochemistry for TNF-α showing the pattern of distribution and the difference in the number of TNF-α+ cellular population in tissues of control and challenged turbot at 96 hpi. a and b, bar = 200 µm; c-f, bar = 100 μm. f, inset: detail of MMC immunoreactive for TNF-α antigen (arrowhead). 
5.3.3.2. Quantitative analysis of TNF-α+ cells 
The results of the quantitative analysis of TNF-α+ cells (expressed as mean 
± SD) are shown in figure 5.7. In head kidney, the differences in the number of 
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TNF-α+ between the two groups were significantly different at all samplings, 
whereas in posterior kidney a significantly higher number of immunoreactive cells 
in challenged fish compared with control fish was observed at 24 and 96 hpi. In 
spleen, the highest number of TNF-α+ cells in challenged fish appeared at 96 hpi, 
showing significant differences with respect the previous samplings as compared 
with the control group as well. No significant differences were found between the 
sampling points in the control group. 
 
Figure 5.7. Mean ± SD number of TNF-α+ cells in head kidney (a), posterior kidney (b) and spleen (c) in experimental groups. Asterisks denote statistically significant differences between the injected groups (MW, p < 0.05). Letters denote significant differences between sampling points from challenged fish (KW, p < 0.05). 
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5.4. Discussion 
The aim of this study was to evaluate some aspects of the innate immune 
response of turbot against A. salmonicida infection through the characterization of 
expression and distribution of iNOS and TNF-α antigen by 
immunohistochemistry. Similar to mammals, in fish the production of NO by 
iNOS pathway and the production of TNF-α are mainly expressed by activated 
macrophages and represent some of the main antibacterial mechanism involved in 
the innate immune response during the bacterial acute infections (Forlenza et al., 
2011; Ishibe et al., 2009; Joerink et al., 2006; Zhu et al., 2013). 
The histopathological findings in challenged turbot were compatible with a 
septicaemic infection and systemic inflammatory response (Coscelli et al., 2014). 
The pathological findings were similar to those reported in salmonids with the 
acute form of the disease (Burr et al., 2005; Noga, 2010). 
Immunoreactivity against iNOS and TNF-α antigens was detected in 
isolated leukocytes in the evaluated organs both in challenged and control fish. 
TNF-α+ cells and the large proportion of iNOS+ cells showed the morphologic 
appearance of mononuclear leukocytes, monocytes and macrophages (Horiuchi et 
al., 2010; Iliev et al., 2005; Ishibe et al., 2009; Yousaf et al., 2012), coinciding 
with previous descriptions of Losada et al. (2012) and Ronza et al. (2013). 
In addition, iNOS+ cells exhibiting the morphological features of 
granulocytes were identified mainly in the blood vessels. This finding was in 
agreement with the phagocytic function and the capacity to produce NO by 
granulocytes in teleosts (Barroso et al., 2000; Neumann et al., 2001). However, 
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the number of granulocytes expressing iNOS seems to be relatively low, 
suggesting a minor role of this cell type in the NO production responding to 
bacterial infection. This finding was consistent with studies by Kilpi et al. (2013) 
who found that monocytes but not granulocytes responded increasing the 
respiratory burst after infection with A. salmonicida in rainbow trout 
(Oncorhynchus mykiss). 
The significant increase in monocytes/macrophages expressing iNOS and 
TNF-α in challenged turbot respect to the control fish observed in this study, 
suggests their activation during the acute phase of the infection with 
A. salmonicida. These iNOS+ and TNF-α+ monocyte cells showed a similar 
pattern of distribution, suggesting that they represent the same cell population. 
The high amount of iNOS-producing cells detected at 24 hpi in challenged 
turbot indicated that macrophages increased the production of NO through the 
iNOS pathways. This is in accordance with studies that report the up-regulation of 
iNOS gene in macrophage culture of Atlantic salmon few hours after exposure 
with different strains of A. salmonicida (Fast et al., 2009). Furthermore, Tafalla 
and Novoa (2000) demonstrated that turbot macrophages produced significant 
amount of NO after in vitro exposure with bacterial lipopolysaccharide (LPS) 
alone or combined with TNF-α. In addition, the increased activity of iNOS in 
turbot may be correlated with other parameters to evaluate the activity of 
phagocytes such as the production of reactive oxygen species (ROS) generated 
during the respiratory burst (Darrah et al., 2000; Rieger and Barreda, 2011). In 
this line, some studies recorded an increase in the production of ROS by 
monocyte/macrophages of rainbow trout and sea bass (Dicentrarchus labrax) 
after exposure with A. salmonicida (Bennani et al., 1995; Kilpi et al., 2013). In 
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turbot, the head kidney was the site with the highest cell population showing 
immunoreactivity against iNOS, according with the higher amount of 
macrophages that contained (Rauta et al., 2012). However, the magnitude of the 
iNOS activity was also significant both in posterior kidney and spleen, suggesting 
the importance of these organs in the production of NO during the acute infection 
of A. salmonicida. At 96 hpi, the number of iNOS+ cells was lightly decreased, 
which may reflect the declination of the activity of this enzyme, according with 
the short duration of the iNOS response, as was demonstrated by Campos‐Pérez et 
al. (2000) in gills and kidney of rainbow trout following the exposition to 
Renibacterium salmoninarum and by Chettri et al. (2012) in internal organs of 
rainbow trout infected with Yersinia ruckeri. The reduction of the number of 
iNOS+ cells in kidney also coincided with the extensive necrotic changes 
observed in the parenchyma of this organ, and consequently cell population may 
be affected. 
The quantification of TNF-α+ cells revealed an increased number of 
immunoreactive cells in challenged fish indicating the enhanced production of 
TNF-α in response to the bacterial infection. These results agree with studies that 
detected the up-regulation of TNF-α gene in kidney and spleen of turbot 
experimentally infected with A. salmonicida (Millán et al., 2011). 
In turbot, the highest number of TNF-α+ cells at 24 hpi was provided by 
kidney (especially the anterior region), and remained elevated during the 
experimental period, demonstrating that this organ represents an important source 
of TNF-α during the early stage of infection, in concordance with the predominant 
phagocytic activity of the kidney due to the presence of resident macrophage 
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populations (Korytář et al., 2013; Press and Evensen, 1999; Rauta et al., 2012). 
Furthermore, these results agree with studies that reported the up-regulation of 
TNF-α gene in kidney leukocytes of common carp (Cyprinus carpio) (Falco et al., 
2012) and kidney macrophages of Atlantic salmon (Salmo salar) (Fast et al., 
2009) few hours after challenged with A. salmonicida. At 48 hpi, no statistically 
differences were found in the posterior kidney between the experimental groups, 
which may be associated with the high individual variation in the number of TNF-
α found among turbot. 
An interesting observation was the different kinetics of TNF+ cells in 
spleen compared to head and posterior kidney, since the increase of the number of 
TNF-α+ cells in spleen was still noticed at 96 hpi. These findings can be compared 
with data obtained by Hwang et al. (2014) who showed the significant up-
regulation of the expression of TNF-α-related genes in kidney from the first days 
following intracoelomic injection of Streptococcus iniae and Edwarsiella tarda in 
rock bream (Oplegnathus fasciatus), while in spleen, their value were increased 
from 3 to 5 days post-infection. The difference in the behaviour of TNF-α-
producing cells between these organs may be associated with the different 
functional features of these organs. The kidney represents the major 
haematopoietic organs, therefore, it contains and produces the major number of 
macrophages in response to bacterial infection (Boehm et al., 2012; Rauta et al., 
2012). The spleen, which acts more as a lymphoid organ (Abós et al., 2013; 
Boehm et al., 2012; Chaves-Pozo et al., 2005; Korytář et al., 2013), received 
macrophages from kidney and the response appeared later in time. In relation with 
these findings, Rebl et al. (2007) demonstrated the highest up-expression of Toll-
like receptor (TLR) genes in kidney following the in vitro exposition of kidney of 
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rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) with formalin-inactivated A. salmonicida. 
These results suggest the key role of kidney in the recognition of the bacterial 
components and the subsequent activation of immune response. On the other 
hand, kidney of turbot showed the most severe lesions during the acute infection, 
which might be correlated with the higher number of TNF-α+ cells in this organ 
regarding the spleen (Svendsen et al., 1999). 
In mammals, it has been demonstrated that the excessive production of NO 
and TNF-α during bacterial septicaemia may cause deleterious effects on host, 
contributing to the onset of shock and organic failure (Annane et al., 2005; 
Bultinck et al., 2006; Lewis et al., 2012). Although the levels of these molecules 
have not been directly measured in this study, their contribution to the 
pathogenesis of the sepsis should not be discarded due to the presence of tissular 
lesions. 
In addition to single cells, MMCs and ellipsoids resulted positive for iNOS 
antigen. In accordance with previous studies performed by Losada et al. (2012) in 
turbot enteromyxosis, these results demonstrated that ellipsoidal macrophages and 
melanomacrophages are able to express the enzyme, which is in agreement with 
the phagocytic capacity of this immune structures (Agius and Roberts 2003, 
Leknes 2007). The immunorreactivity against TNF-α antigen in MMCs, 
corresponding with the monocytic nature of the melanomacrophages (Bermúdez 
et al., 2004), indicates that these cells were able to produce this pro-inflammatory 
cytokine. However, only one of the ten turbot assayed responded expressing TNF-
α at 96 hpi in spleen, suggesting that melanomacrophages from MMC might 
require a strong antigenic or cytokine stimulation to produce TNF-α. Taking these 
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findings in conjunction, they evidenced that MMCs participated of the innate 
response against the bacterial infection. 
MMCs are structures responsible for the degradation of damage or aged 
cells from the organism, mainly erythrocytes, and the accumulation of 
endogenous material including haemosiderin, lipofuscin and melanin (Agius and 
Roberts, 2003; Leknes, 2007). In addition to their phagocytic function, MMCs 
have been suggested as sites of antigen retention and presentation to lymphocytes, 
promoting the humoral response, analogous to the germinal centres in mammals 
and birds (Agius and Roberts, 2003; Saunders et al., 2010; Vigliano et al., 2006). 
In this work, some challenged fish showed abundant amount of lymphocyte-like 
cells (TNF-α-/iNOS-) surrounding the MMCs. This association has been attributed 
to lymphocyte stimulation and proliferation, suggesting the initiation of adaptive 
response, as was postulated by Bermúdez et al. (2006). 
Up to date, there are a very limited number of cell markers available for 
their use in fish, especially for non-salmonid fish. In turbot, the characterization of 
iNOS expression by immunohistochemistry has been reported by Losada et al. 
(2012) to the study of enteromixosis. On the other hand, the expression of TNF-α 
in tissues of turbot was described by Ronza et al. (2013), while the TNF-α 
antibodies have been widely used in salmonids (McCarthy et al., 2013; Rojas et 
al., 2012; Yousaf et al., 2012). This study demonstrated for the first time the 
kinetic and location of iNOS- and TNF-α-producing cells in kidney and spleen 
from turbot infected with A. salmonicida. 
In summary, challenged turbot displayed an immune response during the 
acute infection with A. salmonicida, characterized by an increase in the number of 
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iNOS- and TNF-α-producing cells, indicating that these non-specific mechanisms 
were activated following pathogen invasion. Further studies will be needed to 
assess the possible deleterious effects of these molecules. 
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(Granulomatous dermatitis in turbot (Scophthalmus maximus L.) 
associated with natural Aeromonas salmonicida infection)
Infección crónica por A. salmonicida 
 
117 
 
6. Granulomatous dermatitis in turbot 
(Scophthalmus maximus L.) associated with natural 
Aeromonas salmonicida infection  
6.1. Introduction 
Classical furunculosis, caused by the Gram negative bacterium Aeromonas 
salmonicida subsp. salmonicida (A. salmonicida), is a worldwide infectious 
disease of fish (Austin and Austin, 2007; Cipriano and Austin, 2011). 
A. salmonicida is able to infect many different freshwater and marine species, and 
represent one of the most important pathogen in salmonids and turbot aquaculture 
(Austin and Austin, 2007; Cipriano and Austin, 2011; Diamanka et al., 2013; 
Kent et al., 2013; Magariños et al., 2011; Toranzo et al., 2005; Treasurer, 2012; 
Zhang et al., 2011). 
Based on clinical signs observed in salmonids, different forms of the 
disease were described, varying from hyperacute and acute furunculosis to 
chronic or even asymptomatic infection (Bernoth, 1997; Hiney et al., 1995). 
A. salmonicida causes a systemic infection, which generally results in a 
hemorrhagic septicemia. Cutaneous lesions associated to furunculosis include 
erosions, ulcers and boil-like lesions named furuncles, which have been described 
as raised vesicles containing a hemorrhagic fluid (Bruno and Poppe, 1996; Groff, 
2001; Roberts, 2012; Young et al., 2009). 
Diagnosis of furunculosis in fish is commonly made by pathogen isolation, 
serological or molecular techniques (Byers et al., 2002; Keeling et al., 2013; Kent 
et al., 2013; Saleh et al., 2011), however, microscopic and immunohistochemical 
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evaluations of lesions are not routinely performed and detailed information about 
pathological findings is limited. 
Turbot is one of the most commercially important species in fish farming 
in several European countries, such as Spain and Portugal, as well as Asian 
countries, such as China. In Spain, the first report of an epizootic outbreak of 
acute furunculosis on turbot dates from 1992 (Toranzo and Barja, 1992) and 
henceforth, A. salmonicida has become an important pathogen in turbot culture 
(Lago et al., 2012; Najimi et al., 2008; Santos et al., 2005; Toranzo et al., 2005). 
While acute furunculosis in turbot causes a septicemic disease similar to 
salmonids (Farto et al., 2011; Pérez et al., 1996), chronic form of A. salmonicida 
infection in turbot has been not reported up to date. 
In this study, farmed turbot showing cutaneous nodules and ulcers on the 
ocular surface, and suffering a chronic infection by A. salmonicida, were studied. 
The aim of this work was to characterize by means of microscopic, ultrastructural 
and immunohistochemical techniques these cutaneous lesions observed in turbot, 
and furthermore, demonstrate the association between the lesions and the presence 
of the bacteria. 
6.2. Materials and methods 
6.2.1. Fish and samplings 
Turbot from two different commercial farms from Galicia (North-Western 
Spain), were received in 2008 (farm A) and in 2013 (farm B) in the Diagnostic 
Service of Veterinary Pathology of the School of Veterinary Medicine (USC). 
Affected turbot of both farms displayed skin lesions with similar gross 
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appearance. Turbot were euthanatized by immersion in a bath containing an 
overdose of 3-aminobenzoic acid ethyl ether (MS-222®, Sigma), and subsequent 
severing the spinal cord. Then, fish were immediately necropsied. 
Farm A: eleven juvenile turbot, 307.70 ± 90.76 g, and 25.26 ± 2.18 cm 
lenght with skin lesions, characterized by firm nodules, sometimes ulcerated, were 
collected. Samples for histological, immunohistochemical and ultrastructural 
examination were collected. 
A. salmonicida was previously identified by bacterial culture from other 
specimens of the same population, as follows. Pure cultures were isolated after 
taking samples of kidney and liver under aseptic conditions and streaking directly 
onto plates of tryptic soy agar (TSA) (Difco) supplemented with 1% NaCl (TSA-
1). The media were incubated aerobically at 25°C for 24-48 h. The bacterial 
identification was achieved using conventional tests and API 20 E system (Bio-
Merieux) (Santos et al., 1993).  
Farm B: two turbot (389 g weight and 30.5 cm length; and 1255 g weight 
and 37 cm length) showing skin lesions resembling those observed in affected fish 
from farm A were used. Samples for histological and immunohistochemical study 
were taken. 
6.2.2. Histopathology 
Samples from skin lesions and underlying skeletal muscle, eye, gills, 
brain, heart, stomach, pyloric caeca, intestine, kidney, liver, spleen and pancreas 
were collected. Tissues sampled were fixed in Bouin’s liquid for 12 h at 4ºC, 
transferred into 70% ethanol, processed by routine methods and subsequently 
embedded in paraffin wax. Sections (3 µm thick) from paraffin wax blocks were 
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stained with hematoxylin and eosin (H-E), Giemsa and periodic acid-Shiff (PAS). 
In addition, sections from skin lesions were also stained with Ziehl-Neelsen, 
Gram, Gallego’s trichome and Alizarin red stain. 
6.2.3. Immunohistochemical procedures 
Sections 2-3 µm thick were mounted on slides coated with silane and dried 
at room temperature for 24 h. Unless otherwise stated, all incubations were 
performed at room temperature in a humid chamber and the slides were washed 
three times for 5 min in 0.1 M phosphate-buffered saline (PBS) containing 0.05% 
Tween-20 after each incubation. The endogenous peroxidase activity was 
inhibited by incubating sections with Peroxidase Blocking Reagent (Dako, 
Denmark) for 1h. The primary antibodies and immunohistochemical procedures 
are listed in table 6.1. After incubation with the primary antisera, sections were 
incubated for 30 min with secondary antibody, either anti-rabbit or mouse En 
Vision+System Labelled Polymer-HRP (Dako). Peroxidase reaction was 
developed using 3,3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride as chromogen diluted 
1:50 in a specific buffer (Dako, Denmark). Finally, sections were counterstained 
with hematoxylin, dehydrated and coverslipped with DePeX mounting medium. 
Negative controls were obtained substituting the primary antibody by an 
irrelevant antibody or by PBS. Suitable tissues from both mammals and turbot 
were employed as positive controls. 
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Primary antibodies Antigen retrieval method 
Working 
dilution 
Incubation 
parameters Target 
Rabbit polyclonal anti-
A. salmonicida strain 
TO96 7.1 (provided by Dr. Ma 
Ysabel Santos, USC) 
None 1:30000 
2 hours at 
room 
temperature 
 
A. salmonicida 
Rabbit polyclonal anti-bovine 
cytokeratin (Wide spectrum 
screening, Dako) 
Heating under pressure 
in 10 mM sodium citrate 
buffer (pH 6.0), 8 min. 
1:500 Epithelioid and giant cells 
Rabbit policlonal anti-mouse 
iNOS (Thermo Fisher 
Scientific, UK) 
None 1:3000 Macrophages 
Rabbit policlonal anti-turbot 
IgM (provided by Dr. Karl 
Pedersen at the Danish 
Veterinary Laboratory, 
Denmark) 
Heating under pressure 
in 10 mM sodium citrate 
buffer (pH 6.0), 8 min. 
1:10000 Overnight 4ºC IgM-producing cells 
Table 6.1. Immunohistochemical procedures employed in this study 
6.2.4. Transmission electron microscopy (TEM) 
Samples of skin lesions from a specimen (farm A) were fixed in 2.5% 
glutaraldehyde in 0.1 M cacodylate buffer (pH 7.3), for 1 h at 4ºC. Samples were 
post-fixed in 1% (w/v) osmium tetroxide, dehydrated through a graded ethanol 
series, and embedded in epoxy resin. Semi-thin sections (500 nm) were stained 
with toluidine blue, while ultrathin sections (80 nm) were double stained with 
uranyl acetate and lead citrate.  
6.3. Results 
6.3.1. Gross observations 
Turbot showed skin nodules from 2 to 6 mm in diameter, always located 
on the ocular (right) side of the body, affecting the corporal surface, head and 
operculum (figure 6.1 a). Nodules consisted on single or multiple convex skin 
swellings, firm, gray to reddish and delineated by a rim of pale tissue (figure 6.1 
Infección crónica por A. salmonicida 
122 
 
b). Some nodules had undergone erosion and ulceration, sometimes with sunken 
central areas, displaying crateriform appearance (figure 6.1 c). No visible lesions 
were noticed in the internal organs. 
 
Figure 6.1. Macroscopic lesions associated with A. salmonicida in turbot. a, fish showing a typical well-circumscribed nodular skin lesions (arrows) on the ocular 
side. Inset: detail of a non-ulcerated nodule, which was characterized by a firm and pale pink well defined swelling. b, multiple nodules surrounded by a variable area of hypopigmented skin. One nodule shows a pale surface (arrow), while the others were hyperemic and lightly hemorrhagic (arrowheads) c, ulcerated nodule with depressed centre displaying crateriform appearance. 
6.3.2. Light microscopy 
Skin lesions (nodules) consisted of areas of dermal chronic granulomatous 
inflammation, which often involved the dermal tubercles. The inflammatory 
infiltrates occurred in dermis, directly below dermal tubercles affecting the 
stratum compactum as well as infiltrating the stratum laxum around the tubercles 
(figure 6.2 a). They were mainly composed of mononuclear leukocytes, including 
macrophages, epithelioid cells (ECs), and multinucleate giant cells (MGCs) 
commonly aggregated in the center of the granuloma. A variable amount of 
lymphocytes and scarce plasma cells appeared diffusely distributed at the 
periphery of the lesion (figure 6.2 b-e). 
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Figure 6.2. Light microscopy photographs of skin lesions, H-E staining. a, cross-sections of a non-ulcerated nodule showing inflammatory infiltrate into the dermis (asterisks), with degenerated dermal tubercle in the center (T) of the lesion. ep, epidermis; Bar = 500 µm. b and c, leucocyte population of inflammatory infiltrate: b, multinucleate giant cells (MGC) and epithelioid cells (EC), c, macrophages (M) and lymphocytes (L). Bar = 12.5 µm. d, skin section of non-ulcerated nodule showing large EC and MGC predominantly arranged around the central region (cr), next to the dermal tubercle (T), whereas accumulation of lymphocytes was mainly located at the periphery of the nodule (pr). Bar = 200 µm. e, detail of distribution of inflammatory infiltrate showing large ECs and GMCs in the center of granuloma (cr) and lymphocytic infiltrate in the periphery (pr). Bar = 50 µm. f and g, histological sections of ulcerated nodules. f, dermal granulomatous infiltrate (asterisk) with severe degeneration and detachment of dermal tubercle and overlying epidermis (arrow). Bar = 500 µm. g, ulcerated nodule with complete loss of dermal tubercle. A focal granulomatous infiltrate (arrowhead) and granulation tissue remained present (asterisk). Necrotic debris occupying the space left by detached tubercle and epidermis (arrow). Bar = 200 µm. 
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Changes in dermal tubercles consisted of loss of conical shape, irregular 
edges and fragmentation (figure 6.2 a). Occasionally, some nodules showed 
superficial ulceration (figure 6.2 f). In severe cases, dermal tubercles were 
completely disrupted or even they were sometimes absent (figure 6.2 g). No 
bacterial, fungal or parasitic structures were identified in any sample of skin 
analyzed. No significant histological changes were observed in the remaining 
examined tissues. 
6.3.3. TEM observations 
TEM confirmed that ECs and macrophages were the predominant cell type 
of the inflammatory infiltrate, while lymphocytes and granulocytes were also 
observed (figure 6.3 a and b).  
Figure 6.3. Electron micrographs of the granulomatous reaction area exhibiting 
different types of leucocytes: a, macrophage showed a displaced nucleus, cytoplasmic granules with phagocytosed debris (asterisks) and numerous cytoplasmic processes at the cell surface (white arrows). Notice the interdigitation of cytoplasmic processes between two adjacent macrophages (arrowhead). Bar = 2500 nm. b, epithelioid cell showing abundant rER into the cytoplasm. Cytoplasmic vesicles contain amorphous lightly granular material (V) and few lysosomes (L) were also noticed. Bar = 2000 nm. c, epithelioid cells showing a desmosome (arrow) linking adjacent cells. Bar = 1000 nm. 
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The ECs had abundant cytoplasmic organelles, particularly large amount 
of mitochondria and rough endoplasmic reticulum (rER). Sometimes, ECs were 
attached by means of well-formed desmosomes (figure 6.3 c). Both macrophages, 
ECs and MGCs had spherical to ovoid membrane-limited phagolysosomes, but 
the bacterium could not be identified within them. 
6.3.4. Immunohistochemical techniques 
ECs and most of MGCs showed cytoplasmic positive reaction against anti-
cytokeratin antibodies (figure 6.4 a). Scattered iNOS-positive cells were observed 
throughout the granulomatous infiltrate, or aggregated around dermal blood 
vessels near the lesional area (figure 6.4 b). iNOS-producing cells were large 
mononuclear cells with morphologic appearance compatible with macrophages 
(figure 6.4 b inset). IgM+ cells were rarely found within the granulomatous 
infiltrate (figure 6.4 c), while high numbers of IgM+ cells were detected in the 
sub-epidermal dermis and epidermis close to ulcerated areas. 
Figure 6.4. Immunohistochemistry of dermal lesions immunostained with anti-cytokeratin (a), -iNOS (b) and -IgM (c). a, ECs and MGCs exhibiting strong staining for cytokeratin. Bar = 25 µm. b, iNOS+ macrophages diffusely distributed or located in the perivascular region within the inflammatory infiltrate. Bar = 50 µm. Inset: detail of a macrophage with strong cytoplasmic staining. Bar = 10 µm. c, few IgM+ cells in a granulomatous infiltrate of a non-ulcerated nodule. Bar = 25 µm. 
Immunoreactivity against A. salmonicida was identified within the 
cytoplasm of some macrophages, ECs and MGCs from dermal granulomas of 
three fish belonging to farm A and one from farm B (figure 6.5 a and b). The 
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immunoreactivity inside phagocytic cells varied from small rounded granules to 
strong diffuse staining. Occasionally, positivity within the cytoplasm of 
degenerate and necrotic cells in the center of granuloma, closed to dermal tubercle 
could be seen (figure 6.5 c). Immunoreactivity was not observed in normal skin or 
internal organs. 
Figure 6.5. Photomicrographs of IHC for A. salmonicida in dermal granulomatous infiltrate. a, Positivity against A. salmonicida were present as small positive granules in the cytoplasm of ECs and GMCs. Bar = 25 µm. The inset shows the localisation of immunoreactive ECs and GMCs (square area) within the inflammatory infiltrate in dermis at low magnification. Bar = 50 µm. b, EC with strong immunostaining in the cytoplasm (arrow). Bar = 12.5 µm. c, A. salmonicida staining in necrotic/apoptotic cells in a necrotic area within granulomatous infiltrate. Bar = 50 µm. 
6.4. Discussion 
This is the first description of a chronic disease associated to 
A. salmonicida infection in turbot. The gross appearance of nodules observed in 
turbot differs from furuncles described in salmonids with chronic furunculosis 
(Noga, 2010; Roberts, 2012). While furuncles in salmonids have been described 
as large vesicle-like swelling containing hemorrhagic fluid and necrotic tissue, 
skin lesions in turbot were characterized by one or multiple well-defined firm 
nodules, always occurring in the ocular side. On the other hand, although the term 
“furuncle” is widely employed in salmonids, Cipriano and Bullock (2001) have 
pointed out that this term differs from furuncle observed in homoeothermic 
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vertebrates (associated to hair follicle injury) and therefore their use is not 
appropriate to describe the lesions found in fish. 
Microscopically, the skin lesions observed in turbot were characterized by 
moderate multifocal granulomatous dermatitis often affecting dermal tubercles. 
The leukocyte population, mainly composed of focal aggregates of ECs and 
MGCs surrounded by lymphocytes is a histologic characteristic of “immunogenic 
granuloma”, which represents a pathological feature of hypersensitivity reactions 
(Brown et al., 2002; Crawford and Hardwicke, 2011; Ehlers and Schaible, 2013). 
The ultrastructural analysis confirmed the fusion of ECs, and the subsequent 
formation of MGCs, as well as demonstrated the secretory role of these types of 
cells required for the maintenance of a granuloma (Bouley et al., 2001; Gauthier 
et al., 2004; Matushima et al., 2006; Noga et al., 1989). 
The histological features of nodules in turbot suggested that the 
inflammatory reaction began in the deep dermis, forming a focal granuloma. It 
was supported by the presence of numerous dermal granulomas with none to mild 
involvement of the epidermis. This type of lesion has been classified as “inside-
out” (Herbst et al., 2001). However, the inflammatory foci extended and 
progressed to superficial dermis and epidermis, often resulting in detachment of 
the epidermis. In this sense, two main histopathologic patterns were noted in the 
affected turbot: non-ulcerated and ulcerated nodules, the later being the final stage 
of the development of the disease (Magnadóttir et al., 2002; McCarthy et al., 
2013). At this stage, nodules showed absence of dermal tubercles, indicating 
previous dislodgement. 
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In the present study, granulomas and bacterial antigens were found in the 
dermis close to the tubercles, only present in the ocular side of the fish. Although 
the reason for this specific location in dermis is uncertain, it is possible that 
A. salmonicida have tropism towards dermal connective tissue, like other 
pathogens such as Flavobacterium psychrophilum that may specifically affects 
dermal connective tissue (Ferguson et al., 2006). On the other hand, dermal 
tubercles, which contain abundant calcium salts, might represent a source of 
calcium required to the synthesis of the A-protein (Faílde, 2012; Garduño et al., 
1993; Merino et al., 1994; Noonan and Trust, 1997; Zylberberg et al., 2003). 
In this study the route of entry has not been established, however the 
microscopic characteristics of nodules suggest that granulomas probably occurred 
as result of dermal localization of the arrival of microorganism to the dermis 
through sanguineous dissemination. This hypothesis is in accordance with 
furuncle-like lesions seen in salmonids, where bacteria were localized in the 
dermis after systemic dissemination (Bruno and Poppe, 1996). In addition the lack 
of nodules in the blind side would discard the entering of the bacteria favored by 
the traumatic effect of the bottom surface (Ottesen et al., 2007; Ottesen et al., 
2010). 
IHC is a useful tool for disease diagnosis, which not only is able to 
determine the presence of pathogens in tissues, but also allows to establish a 
relationship between the microorganisms and the development of lesions (Adams 
and Thompson, 2006; Ramos-Vara, 2005). In the present study, the IHC allowed 
the characterization of the cellular population forming the granulomas and 
demonstrated the association between A. salmonicida and the development of 
cutaneous lesions. According to previous studies in teleosts, ECs and MGCs in 
Infección crónica por A. salmonicida 
 
129 
 
the site of the lesion were cytokeratin positive (Matushima et al., 2006; Noga et 
al., 1989). The iNOS staining showed few positive cells, suggesting that most of 
the phagocytic cells in the nodules (macrophages/ECs/MGCs) may play a 
secretory role instead of bactericidal function (Campos-Pérez et al., 2000; Fast et 
al., 2009; Forlenza et al., 2011; Zhang et al., 2011). The small number of IgM+ 
cells within granulomatous exudates indicates that IgM-producing cells (mainly 
lymphocytes and plasma cells) are not relevant for the formation of the 
granuloma. 
The IHC detection of A. salmonicida antigen associated to granulomatous 
lesions indicated that A. salmonicida was directly related with the development of 
the inflammatory reaction. Diffuse cytoplasmic staining in macrophages and 
within apoptotic/necrotic cells represented degraded bacterium within phagocytic 
cells. By contrast, the granular cytoplasmic immunoreactivity might represent 
bacterial clusters and persistence of live bacterium inside phagocytic cells. 
Although all affected turbot showed dermal granulomatous reaction, 
A. salmonicida could not be demonstrated by IHC in all the fish. The non 
detection of A. salmonicida antigen in some turbots may be due to low tissular 
levels of bacterial antigens (below the limit of detection of IHC) or even their 
absence. Cellular immunity has been considered essential for protecting against 
A. salmonicida infection, and macrophages are major mediators in the immune 
response and pathogen clearance (Burr et al., 2005; Ellis, 1999; Ellis, 1991; Kilpi 
et al., 2013; Nikoskelainen et al., 2005; Sharp and Secombes, 1993). However, it 
was reported that A. salmonicida is able to interact with fish macrophages and 
survives intracellularly (Daly et al., 1996; Fast et al., 2009; Garduño and Kay, 
1995; Secombes, 1997). According to these findings, granulomas observed in 
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turbot may represent a failure of the immune response to eliminate the bacterium 
or their components (Ehlers and Schaible, 2013; Russell et al., 2009; Weeks-
Perkins and Ellis, 1995). The epidemiologic importance of this finding resides in 
the fact that chronically affected turbot may act as reservoirs of the infection, 
maintaining the pathogen in the fish population. 
In summary, the present study describes a chronic disease caused by 
A. salmonicida in turbot from a morphopathologic point of view, providing new 
valuable information to identify this problem in fish farms. The disease was 
characterized by the development of dermal granulomas which demonstrated the 
involvement of the cellular immunity against A. salmonicida infection and the 
development of cell-mediated hypersensibility. Histopathology and IHC 
techniques should be considered as useful methods to identify A. salmonicida 
antigen in paraffin embedded tissues and therefore confirm the presumptive 
diagnosis of A. salmonicida infection, especially when bacteriological or serologic 
studies cannot be carried out. Finally, dermal granulomas caused by 
A. salmonicida infection in turbot, histologically differ from those furuncle-like 
lesions observed in salmonid species, so the terms furuncle and furunculosis 
should be avoided to describe the chronic granulomatous dermatitis caused by 
A. salmonicida in turbot. 
 
Reprinted from: Coscelli GA, Bermúdez R, Sancho Silva AR, Ruíz de Ocenda MV, Quiroga MI 
(2014) Granulomatous dermatitis in turbot (Scophthalmus maximus L.) associated with natural 
Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida infection. Aquaculture 428–429: 111-116, with 
permission from Elsevier. 
GA Coscelli thanks the authors their permission to include the reproduction of the article in his 
PhD thesis. 
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7. Vaccination against Aeromonas salmonicida in 
turbot (Scophthalmus maximus L.): morphological 
changes and antigen distribution 
7.1. Introduction 
Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida (A. salmonicida) is a highly 
virulent pathogen for fish and strains of the bacterium rapidly develop resistance 
to antimicrobial agents, limiting the use of chemotherapy for controlling the 
disease (Dallaire-Dufresne et al., 2014; McIntosh et al., 2008; Reith et al., 2008; 
Schmidt et al., 2000; Trudel et al., 2012; Vega-Sánchez et al., 2014). Also, the 
spectrum of antimicrobial drugs approved for the use in aquaculture is limited, 
due to the potential accumulation of the antibiotic residues in the fish tissues and 
the aquatic environment pollution (water and sediment ponds) (Cabello, 2006; 
Carballeira et al., 2012; Midtlyng et al., 2011; Samuel-Fitwi et al., 2012; Schmidt 
et al., 2000). 
Therefore, in order to prevent outbreaks of the bacterial infection and 
avoid environmental pollution, immunization of fish by vaccination appears to be 
the most efficient measure (Plant and LaPatra, 2011; Romstad et al., 2012; 
Thorarinsson and Powell, 2006). Different vaccines against A. salmonicida have 
been developed, especially for Atlantic salmon (Salmo salar) and rainbow trout 
(Oncorhynchus mykiss), resulting in variable levels of efficacy (Brudeseth et al., 
2013; Drangsholt et al., 2011; Nikoskelainen et al., 2007; Romstad et al., 2013; 
Villumsen and Raida, 2013).  
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Currently, the oil-adjuvanted vaccines containing bacterins are the most 
common type used in the aquaculture industry, providing efficient levels of 
protection (Arnesen et al., 2010; Drangsholt et al., 2011; Romstad et al., 2012; 
2013). Oil-based adjuvant achieved the most heightened and prolonged antibody 
response, as they serve as long-term antigen depot (Lund et al., 2006; Villumsen 
et al., 2012; Zheng et al., 2012). However, intracoelomic administration of these 
vaccines often results in local and systemic lesions. Local lesions often include 
coelomitis, fibrosis and hypermelanization (Berg et al., 2006; Mutoloki et al., 
2004; Noia et al., 2014; Poppe and Breck, 1997), while systemic effects mediated 
by hypersensibility reactions have been described in Atlantic salmon, Chinook 
salmon (Oncorhynchus tshawytscha) and olive flounder (Paralichthys olivaceous) 
(Haugarvoll et al., 2010; Koppang et al., 2008; Lumsden et al., 2008). In addition, 
transitory anorexia and reduction of growth as well as spinal deformities also have 
been associated with vaccination (Berg et al., 2006; Grini et al., 2011; Sørum and 
Damsgård, 2004; Vinay et al., 2013b). For this reason, vaccine formulations 
containing alternative adjuvants, in order to reduce the harmful side effects are 
constantly researched (Fredriksen and Grip, 2012; Vinay et al., 2013a; Zheng et 
al., 2012). In this context, the histopathological studies to determine the effects of 
vaccines in fish acquire an important relevance (Leenaars et al., 1998; Vinay et 
al., 2013a). 
Turbot is a commercially important fish species in several countries of 
Europe, China and Chile. A. salmonicida is highly pathogenic in turbot, and can 
affect cultured fish at different stages of production (Lago et al., 2012; Pérez et 
al., 1996; Toranzo and Barja, 1992). However, in the literature there are few 
studies where either commercial or experimental vaccines have been tested in 
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turbot (Björnsdóttir et al., 2004; Santos et al., 2005). Although the mechanisms 
leading to a protective immune response remain poorly understood, these authors 
provided evidence that acceptable levels of protection against A. salmonicida may 
be conferred by vaccination, and the plasmatic antibody levels remained elevated 
for at least four months post-vaccination (Björnsdóttir et al., 2004; Santos et al., 
2005). Based on this data, the vaccination may represent a possible management 
strategy for achieving protection against this pathogen in turbot. 
Several studies have analyzed the level of protection and side effects of 
intracoelomic administration of adjuvants and oil-adjuvanted vaccines in fish, 
analyzing the effects on the inflammatory response, measured as the variation in 
the number or in the activity of peritoneal leucocytes (Afonso et al., 2005; Korytář 
et al., 2013; Mutoloki et al., 2010). However, few of these studies have been 
carried out in turbot and, as suggested Noia et al, (2014), a more precise 
characterization of the inflammatory reaction, based on cell markers or on 
functional activity, is required. 
The aim of this study was to evaluate the degree of protection and the side 
effects induced by aqueous and oil based A. salmonicida vaccines administered by 
the intracoelomic injection in turbot. In addition, the tissular localization of 
vaccine components over a 6-month period was investigated by means of 
immunohistochemical methods, in order to investigate the distribution of the 
bacterial antigens in turbot as well as the characterization of the host cells 
involved in the vaccine response. 
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7.2. Materials and methods 
7.2.1. Fish and rearing conditions 
Juvenile turbot, Scophthalmus maximus (L.) with an average weight of 
29.0 g (± 1.6 g), and certified disease-free status, were used. The study was 
performed in the facilities of the Cluster de Acuicultura de Galicia (Aguiño, 
Northwest of Spain). Fish were kept in separate plastic tanks at a stocking density 
of 15 kg/m3, receiving sand-filtered sea water at 16 ºC ± 1 with oxygen content 
above 8 mg/l and 32‰ salinity. Flow-through of seawater was set at 15 l/h. The 
fish were adapted to these conditions for 2 weeks before the experiments began 
and were fed ad libitum with a commercial feed during all experiments. One day 
prior to vaccination or challenge, fish were taken off feed. All experiments were 
in accordance with the Guideline on the design of studies to evaluate the safety 
and efficacy of fish vaccines (EMA/CVMP/IWP/314550/2010), the European 
Pharmacopoeia 7.0 (5.2.7. Evaluation of efficacy of veterinary vaccines and 
immunosera) and approved by the Bioethics Committee of the University of 
Santiago de Compostela. 
7.2.2. Bacterial strains and vaccine preparation 
A. salmonicida strains IAS06.1 (challenge isolate) and 1.50 (vaccine 
isolate) were isolated from diseased turbot in 2006 and 2008, respectively. Stock 
cultures of the strains were stored at -70ºC in MicrobankTM tubes (Prolab 
Diagnostics) until passage on tryptone soy agar supplemented with 1% NaCl 
(w/v) (TSA-1), immediately before use. Bacterial cultures were incubated at 20ºC 
for 48-72 h. The taxonomic position of the strains IAS06.1 and 1.50 were 
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confirmed by morphological, physiological, biochemical and serological tests 
(rabbit antiserum against A. salmonicida strain TO96 7.1), prior to use in the 
production of vaccine and challenge tests. 
The autogenous vaccines were prepared according the methodology 
described by Santos et al. (2005). Briefly, A. salmonicida 1.50 was pre-cultured in 
100 ml tryptone soy broth supplemented with 1% NaCl (w/v) (TSB-1), and 15 ml 
of this culture was then inoculated into a 1.5 l volume of TSB-1 and incubated for 
48 h at 20ºC with shaking at 100 rpm. The cultures were inactivated by the 
addition of formalin to 0.3% (v/v) with incubation at room temperature for 3 h 
and at 4ºC for 24 h. The inactivated cultures were adjusted to a concentration of 
3x109 cells/ml. Inactivation was confirmed by the absence of growth of 1 ml 
volumes in TSB-1 after incubation at 20ºC for 48 h. For the preparation of 
adjuvanted vaccine, the non-mineral oil adjuvant MontanideTM 763-A (Seppic, 
Paris, France) was used as emulsifier. Bacterin preparation was emulsified with 
the non-mineral oil adjuvant to 50% v/v of the final vaccine.  
The sterility of aqueous-based and oil-based vaccines was confirmed by 
the absence of bacterial growth after the inoculation of a 0.05 ml aliquot of the 
bacterin in TSB-1 followed by incubation at 20ºC for 48 h.  
7.2.3. Immunization of turbot 
Four groups of 128 fish in each group were anesthetized using tricaine 
methane sulphonate (MS-222, Sigma) at 250 mg/l (Neiffer and Stamper, 2009). 
Vaccination was carried out by intracoemic injection of 0.1 ml of aqueous-based 
suspension containing formalin-inactivated A. salmonicida strain 1.50 (group NA-
vaccinated) and the oil-based vaccine (group OA-vaccinated), while the control 
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groups received phosphate-buffered saline with 0.3% formaldehyde (PBS-3) 
emulsified with the non-mineral oil adjuvant (group OA-control) or PBS-3 alone 
(group NA-control) (table 7.1). All the injection procedures were performed with 
the needle directed towards the fronto-ventral side of the peritoneal cavity 
(“forward direction”). 
Group Vaccine formulation 
Vaccine components 
Antigen Vehicle 
NA-vaccinated Water-based Yes TSB-1 
OA-vaccinated 
Oil-based 
(water-in-oil emulsion) 
Yes TSB-1+oil adjuvant 
OA-control 
Oil based 
(water-in-oil emulsion) 
None PBS-3+oil adjuvant 
NA-control Water-based None PBS-3 
Table 7.1. Turbot groups and details about vaccine formulations used in this trial. NA, non-adjuvanted; OA, oil adjuvanted; TSB-1, tryptone soy broth with 1% NaCl; PBS-1, phosphate-buffered saline with 0.3% formaldehyde. 
7.2.4. Challenge procedure 
Ninety days post-vaccination (dpv), 20 fish (average weight of 106.53 g ± 
15.27) from each group were anesthetized with MS-222 and challenged by 
intracoelomic injection with 0.1 ml of a bacterial suspension of the heterologous 
strain IAS06.1 at concentration of 4.3x106 CFU/ml. Challenged fish were kept at 
18ºC ± 1ºC and mortalities were recorded daily for at least 21 days.  
All dead fish were examined to confirm the re-isolation of the inoculated 
strain from the internal organs (liver, kidney and spleen) by streaking directly 
onto TSA-1. Mortalities were considered to be due to A. salmonicida if the 
challenged strains were isolated as pure culture from internal organs and 
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identified by slide agglutination with specific serum anti-A. salmonicida strain 
T096.1. The efficacy of vaccination was evaluated by calculating the relative 
percent survival (RPS) as 1 - (% mortality in vaccinated fish / % mortality in 
controls) x 100 (Amend, 1981). The Chi-square test (χ2) was used to analyze the 
differences in survival after challenge between vaccinated and control groups 
regarding protection using a significance level of p < 0.05. 
7.2.5. Sampling procedure 
Sampling points were established at 3 h post-vaccination (hpv) and at 7, 
21, 46, 90 and 180 dpv. Eight fish from each group were randomly collected, 
anesthetized by overdose of MS-222 and then they were killed by transecting the 
spinal cord behind the skull. Complete necropsy and gross evaluation of lesions in 
the coelomic cavity was performed, and intra-coelomic scores were assigned 
according to the Speilberg’s scale (Midtlyng et al., 1996). Individual fish were 
given a lesion score from 0 (no adhesions) to 6 (most severe adhesions), where 3 
or higher is classified as high lesion score. Samples of oesophagus, stomach, 
pyloric caeca, intestine (anterior, medium and posterior segments), liver, pancreas, 
spleen, kidney, heart, thymus, brain, gills, skin and muscle were collected. Fish 
tissues were fixed in Bouin’s liquid for 12 h for light microscopy and 
immunohistochemical procedures. 
7.2.6. Histology 
Sampled tissues were embedded in paraffin wax according to standard 
histological procedures and sectioned at a thickness of 3-4 μm. Thereafter, 
sections of all sampled organs were stained with haematoxylin and eosin (H-E), 
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whereas sections of intracoelomic organs were additionally stained with Mallory´s 
trichrome and Periodic Acid-Schiff stain (PAS). 
7.2.7. Immunohistochemistry 
Paraffin embedded tissues were sectioned (3-4 µm thick), mounted on 
slides coated with silane and dried at room temperature for 24 h. After that, 
sections were de-waxed in xylene and re-hydrated in graded ethanol baths. 
All incubations were performed in an automatic machine (Dako-
Autostainer, Dako, Denmark) in order to process slides under the same 
conditions. After each incubation, slides were washed with 10 mM phosphate-
buffered saline (PBS) 0.5% Tween 20, pH 7.4, in three successive immersions of 
5 min. To block the endogenous peroxidase activity, the sections were incubated 
with Peroxidase Blocking Solution (Dako, Denmark) for 1 h. Details of primary 
antibodies, source and the procedures are summarized in table 7.2. 
A purified polyclonal antibody against A. salmonicida (strain TO96 7.1) 
(Coscelli et al., 2014) was used for the detection of the vaccine A. salmonicida 
antigen (VA) on sections of all sampled tissues. To characterize the inflammatory 
reaction, antisera recognizing iNOS, TNF-α and cytokeratin were used. In order 
to obtain more information regarding the inflammatory response and side effects 
generated by non-mineral oil adjuvanted vaccines, sections of coelomic organs 
from OA and OA-control were selected.  
Sections from turbot experimentally infected with A. salmonicida were 
used as positive control. For the remaining antibodies, appropriate positive 
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controls were included. Negative controls were obtained by the replacement of the 
primary antibody by PBS or an irrelevant polyclonal antibody. 
Antibody source Antigen retrieval Working dilution 
Incubation 
parameters Target 
Rabbit polyclonal anti-A. 
salmonicida strain TO96 7.1 
(provided by Dr. Santos, USC) 
None 1:30000 
2 h at RT 
A. salmonicida 
bacterins 
Rabbit polyclonal anti-
cytokeratin (wide spectrum 
screening, Dako) 
Heating under 
pressure in 10 mM 
sodium citrate buffer 
(pH 6.0), 8 min. 
1:500 Epithelioid cells 
Rabbit polyclonal anti-iNOS 
(Thermo Fisher Scientific, UK) None 1:3000 
iNOS-producing 
cells 
Rabbit polyclonal anti-TNF-α 
(Abcam, UK) 
Heating under 
pressure in 10 mM 
sodium citrate buffer 
(pH 6.0), 8 min. 
1:600 TNF-α-producing cells 
Table 7.2. Immunohistochemical procedures applied for the detection of 
A. salmonicida antigen and immune cells within the inflammatory exudates. RT, room temperature. 
After primary antibody, sections were incubated for 30 min using the 
horseradish peroxidase anti-rabbit EnVision+ System Labelled Polymer-HRP 
(Dako). Reaction products were visualized with 3,3’-diaminobenzidine (DAB) 
(Dako) and Vector VIP® Substrate (Vector Laboratories). Finally, sections were 
washed in distilled water, counterstained with Mayer’s haematoxylin and 
mounted in DePeX. 
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7.3. Results 
7.3.1. Efficacy of aqueous and oil-based vaccines against 
A. salmonicida 
Accumulated mortality at 21 days post-challenge in the experimental 
groups is shown in figure 7.1. Mortality of both groups of control fish started at 
day four and the cumulative mortality was 80%. Mortality progression and 
accumulated mortality in the NA-vaccinated fish was similar to the control group, 
while OA-vaccinated fish showed accumulated mortality of 40%. Moderate levels 
of protection (RPS=50%) were observed 90 dpv in the OA-vaccinated group 
(table 7.3). Fish immunized with aqueous vaccine (NA-vaccinated) were no 
protected. At the end of challenge experiments, the differences in survival 
between OA-vaccinated and the OA-control group were statistically significant 
according to Chi-square analysis (p < 0.05). 
Figure 7.1. Cumulative mortality (%) in the different experimental groups after 
challenge with the heterologous strain IAS06.1 of A. salmonicida 90 days post-vaccination. 
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Experimental group 
Bacterial dose 
(CFU/ml) 
Mortality (%) at 21 days 
post-challenge RPS (%) 
NA-vaccinated 
4.3x106 
80 0 
NA-control 80 - 
OA-vaccinated 40 50 
OA-control 80 - 
Table 7.3. Relative percent survival (RPS) and percentage of mortality (%) after challenge of experimental groups with A. salmonicida strain IAS06.1. NA, non-adjuvanted; OA, oil adjuvanted; NA-control, PBS with 0.3% formaldehyde; OA-control, PBS with 0.3% formaldehyde and oil adjuvant. 
7.3.2. Macroscopic findings 
At necropsy, fish injected with oil-based formulations, either OA or OA-
control groups, exhibited gross changes in the coelomic cavity. At 3 hpv a whitish 
fluid corresponding with vaccine was present free in the coelomic cavity. From 7 
to 90 dpv, moderate to abundant amount of firm whitish material covered the 
surface of the coelomic organs, often causing extensive adhesions between 
adjacent organs (score 3-4, Speilberg’s scale) (figure 7.2 a). In severe cases, the 
white material formed a firm mass that embedded different organs as a single 
block (score 5, Speilberg’s scale) (figure 7.2 b). At 180 dpv no visible adhesions 
between organs were noticed. NA and NA-control groups did not show any 
macroscopic lesions during the entire assay (score 0, Speilberg’s scale). 
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Figure 7.2. Macroscopic changes in the organs of the coelomic cavity, 21 hpv. a, variable amount of a firm whitish material adhered to the surface of the coelomic 
organs (arrowheads), stomach (S), intestine (I), liver (L). b, some fish showed the whitish material covering completely the surface of coelomic organs (asterisk). 
7.3.3 . Histopathology 
The microscopic changes were restricted to the coelomic cavity and 
organs, while the histological examination of the remaining tissues did not show 
significant lesions in fish from any group. 
7.3.3.1. Oil-adjuvanted groups: OA-vaccinated and OA-control 
No evident changes were observed at 3 hpv. Consistent with macroscopic 
observations, lesions in the coelomic cavity were found from 7 dpv and remained 
present until 180 dpv. Microscopically, the whitish material that embedded the 
organs corresponded with moderate to severe granulomatous coelomitis and 
steatitis associated with a variable grade of fibrosis. 
At 7 dpv, the inflammatory infiltrates, diffusely distributed or forming 
multiple nodular granulomas, were located on the serosal surface of coelomic 
organs as well as in the fibrous and adipose tissues (figure 7.3 a). Sometimes, the 
cellular infiltrates invaded the pancreatic and hepatic parenchyma (figure 7.3 b 
and c). The granulomas enclosed rounded to oval vacuoles of variable sizes, 
corresponding with oil-droplets of adjuvant material. The inflammatory 
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population was mainly composed by macrophages and epithelioid cells, which 
contained well-defined empty vacuoles within the cytoplasm (figure 7.3 a inset 
and 7.3 d). A variable amount of lymphocytes were diffusely distributed, mainly 
at the peripheral area of the granulomas. Scattered polymorphonuclear neutrophils 
(characterized by the strong PAS positive staining of the cytoplasm together with 
the nuclear shape) and sporadic melanomacrophages within the inflammatory 
infiltrate were observed. 
At 21 dpv, the density of macrophages/epithelioid cells increased, forming 
larger and coalescent granulomas, which remained present until 180 dpv (figure 
7.3 e). Some granulomas showed degeneration of the more internal cell layers 
containing cellular debris and amorphous material in the central region (figure 7.3 
f). In addition to leukocyte infiltrate, proliferation of fibrous tissue (the 
collagenous fibers were confirmed using Trichrome staining), surrounding 
granulomas and causing adhesion between adjacent organs was observed (figure 
7.3 g). 
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Figure 7.3. Histological sections of turbot from OA-vaccinated group showing the inflammatory reaction in the coelomic cavity at different times post-vaccination. a, 7 dpv, severe infiltration of leukocytes diffusely disposed on the serosal surface of spleen (S). Note the negative impressions of oil droplets (arrows) within the inflammatory infiltrate. Bar = 500 μm. Inset: Macrophage-like cells containing vacuoles in the cytoplasm were the main cellular type in the inflammatory infiltrate. Bar = 10 μm. b, 7 dpv, granulomatous inflammatory infiltrate (arrows) in the hepatic parenchyma, surrounding the bile canaliculi (cb). Bar = 200 μm. c, 7 dpv, severe steatitis encircling the pancreatic islets (arrow). Bar = 100 μm. d, 21 dpv, granuloma showing high density of cells disposed in multiple layers around the oil vacuoles. Note the mononuclear inflammatory pattern with macrophage/epithelioid cells containing vacuoles in the cytoplasm. Bar = 50 μm. e, 90 dpv, large coalescent granulomas localized in the coelomic cavity between exocrine pancreas (P) and 
intestine (I). Bar = 500 μm. f, 180 dpv, granuloma with degeneration of the central area, containing amorphous cell detritus. Bar = 50 μm. g, 90 dpv, fibrous tissue (asterisks) related to the granulomatous reaction. Bar = 100 μm. 
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7.3.3.2. Non-adjuvanted groups: NA-vaccinated and NA-control 
At 3 hpv no lesions were noticed. From 7 dpv onwards, fish showed 
discrete infiltrates of mononuclear cells compatible with macrophages, disposed 
as diffuse or focal aggregates located on the serosal surface of coelomic organs 
and on the fibrous tissue of the coelomic cavity (figure 7.4 a and b).  
No inflammatory reactions in either the coelomic cavity or sampled organs 
were observed throughout the experimental period in the NA-control. 
 
Figure 7.4. Histological sections of turbot from NA-vaccinated group showing slight inflammatory reaction in the coelomic cavity at 21 dpv. a, a focal aggregate of macrophages (arrow) on the serosal surface of liver (L). Bar = 250 μm. b, magnification of inflammatory infiltrate showing the cellular population, mainly composed by foamy macrophages. Bar = 25 μm. 
7.3.4. Immunohistochemistry 
7.3.4.1. Detection of vaccine A. salmonicida antigen  
7.3.4.1.1. OA-vaccinated group 
At 3 hpv the vaccine A. salmonicida antigen (VA) appeared diffusely 
distributed on the serosal surface of organs and on the fibrous and adipose tissue 
of the coelomic cavity (figure 7.5 a). From 7 dpv onwards, the VA was detected 
extracellularly in the periphery of oil vacuoles, as a diffuse thin rim of positive 
Vacunación frente a A. salmonicida 
152 
 
staining close to the more inner cellular layer of the granulomas (figure 7.5 b, c 
and d), as well as in the cytoplasm of few macrophages and epithelioid cells 
located in the centre of the granuloma (which were in contact with the surface of 
oil vacuoles) (figure 7.5 d inset). Also, at 7 dpv, either isolated or small clusters of 
positive spherical to short basillary structures (some compatible with bacterial) 
were observed (figure 7.5 c inset). No immunoreactivity was detected in the 
remaining sampled organs. 
 
Figure 7.5. Immunohistochemical staining against A. salmonicida in turbot from oil-adjuvanted group (OA). a, 3 hpv, free antigen (arrow) diffusely distributed in the coelomic cavity, between the liver (L) and pancreas (P). Bar = 100 μm. b, 7 dpv, immunopositivity (arrows) in the periphery of oil-droplets (asterisks). Bar = 50 μm. 
c, 7 dpv, diffuse immunostaining (arrows) on the surface of cells in contact with the oil vacuoles (asterisks), and immunoreaction on a cluster of spherical structures (arrowhead) compatible with bacterins. Bar = 10 μm. d, 46 dpv, positive staining in the centre of the granulomas (arrows). Bar = 100 μm. Inset: inner layer of granuloma, immunostaining in the cytoplasm of surrounding infiltrating macrophages (arrowhead). Bar = 12.5 μm. 
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7.3.4.1.2. NA-vaccinated group 
At 3 hpv, the VA was diffusely distributed on the serosal surface of 
organs, fibrous and adipose tissue of coelomic cavity, as well as in the cytoplasm 
of large mononuclear phagocytes, morphologically compatible with macrophages, 
but also with melanomacrophages (due the lack of pigment in juvenile turbot) 
(figure 7.6 a). Likewise, few immunoreactive mononuclear phagocytes into the 
lumen of the ventricular cavity of heart and within the lympho-haematopoietic 
parenchyma of kidney were detected (figure 7.6 b and c). 
From 7 to 90 dpv, the antigen persisted into the aggregates of mononuclear 
phagocytes located on the serosal surface of coelomic organs and fibrous tissue of 
the coelomic cavity (figure 7.6 d). Few individual 
macrophages/melanomacrophages, randomly distributed within the parenchyma 
of kidney and spleen, were positive for VA (figure 7.6 e). Strikingly, some fish 
showed strong positivity in the MMCs of spleen (figure 7.6 f and g). 
At 180 dpv, the antigen was only observed into the aggregates of 
macrophages/epithelioid cells in the coelomic cavity. 
The localization of AV in cells and tissues is summarized in table 7.4. 
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Figure 7.6. Immunohistochemical staining against A. salmonicida in turbot from non-adjuvanted group (NA). a, 3 hpv, free antigen diffusely distributed on the fibrous tissues of the coelomic cavity (black arrow) and in the cytoplasm of large mononuclear cells (white arrow), between the intestine (I) and pancreas (P). Bar = 200 μm. Inset: macrophage-like cells with strong immunopositivity in the cytoplasm. Bar = 10 μm. b and c, circulating monocytic cells (arrow) showing strong immunoreactivity in the ventricular cavity at 3 hpv (b, bar = 25 μm) and in the lumen of the peritubular capillaries in kidney at 7 dpv (c, bar = 10 μm), M, myocardium. d, 7 dpv, immunopositivity within the macrophages/epithelioid cell aggregates on the serosal surface of spleen (S). Bar = 50 μm. e, 7 dpv, single macrophages in the interstitium of kidney showing positivity in the cytoplasm (arrows). Bar = 25 μm. f, 46 dpv, immunopositivity to the VA within a MMC (arrow) in spleen, venule (v), arteriole (a) and ellipsoid (e). Bar = 25 μm. g, 90 dpv, immunorreactivity in MMC with higher intensity of labelling in cells located in the central region (asterisk). The melanomacrophages disposed in the peripheral area of MMC were not staining or showed a weak signal (arrowheads) , venule (v). Bar = 25 μm. 
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Tissue 
Time post-vaccination 
3 h 7 d 21 d 46 d 90 d 180 d 
Macrophages in coelomic cavity 8/8 8/8 8/8 8/8 8/8 8/8 
Single macrophages in kidney 4/8 5/8 6/8 3/8 2/8 0/8 
Single macrophages in spleen 0/8 3/8 5/8 4/71 1/8 0/8 
Melanomacrophages in spleen 0/8 1/8 3/8 4/71 4/8 0/8 
Table 7.4. Localization of VA in turbot from NA-group after intracoelomic injection (expressed as number of fish showing positive reaction/total number of fish examined). 1The spleen of one fish could not be evaluated due to sampling complications. 
7.3.4.2. TNF-α, iNOS and cytokeratin  
Immunoreactivity against cytokeratin, TNF-α and iNOS was observed in 
the granulomatous infiltrate in fish from OA groups. Granulomas from the OA 
and the OA-control displayed a similar pattern of immunoreactivity for each 
antibody tested. 
From 7 to 180 dpv, abundant cells of the cellular exudates were strongly 
positive to cytokeratin and became the main cellular type of the granulomas 
(figure 7.7 a). Cytokeratin+ cells were arranged in several cellular layers 
surrounding the empty-vacuoles, forming a thick capsular-like structure (figure 
7.7 b). 
At 7 dpv, a large number of cells positive for TNF-α antibody were widely 
distributed within the granulomatous infiltrate (figure 7.7 c). From 21 to 46 dpv, 
the TNF-α+ cells were less abundant and appeared on the peripheral area of the 
granulomas (figure 7.7 d). From 90 to 180 dpv, few scattered TNF-α+ cells were 
observed. There were two main type of cells showing immunostaining against 
TNF-α: large mononuclear cells resembling macrophages and spindle shaped 
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cells, which exhibited elongated to oval nuclei and scant cytoplasm, compatible 
with fibrocytes/fibroblasts. 
Low number of cells expressing iNOS was randomly detected within the 
granulomatous infiltrate from 7 to 180 dpv (figure 7.7 e). 
 
Figure 7.7. Immunohistochemistry for cytokeratin (a and b), TNF-α (c and d) and iNOS (e) in the oil-adjuvanted group (OA). a and b, abundant amount of cytokeratin positive cells surrounding the oil-vacuoles at 7 dpv (a, bar = 50 μm) and 90 dpv (b, bar = 100 μm). c, 7 dpv, high density of TNF-α+ cells within the granulomatous infiltrate. Bar = 50 μm. d, 46 dpv, the TNF-α-producing cells were arranged at the peripheral area of the granulomas. Bar = 100 μm. Inset: TNF-α+ spindle cells (arrows) showing fibroblast-like shape. Bar = 10 μm. e, 7 dpv, iNOS positive cells (arrows) scattered within the inflammatory exudates. Bar = 50 μm.  
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7.4. Discussion 
This is the first report describing the degree of protection and pathological 
changes induced after immunization of turbot by intracoelomic injection with two 
vaccine formulations (aqueous and oil-based vaccine) against A. salmonicida. In 
addition, tissue localization of bacterial antigens after vaccination as well as the 
IHC characterization of the inflammatory response induced by oil-adjuvant were 
performed. 
The protection level at 90 dpv was moderate (RPS=50%) in fish 
immunized with oil-adjuvanted vaccine, while no protection was observed in fish 
from NA-vaccinated group. These results differ with those previously reported by 
our research group using autogenous (produced with the strain RSP7.1 isolated 
from turbot) aqueous based vaccine and the oil based commercial vaccines Alpha 
Ject 1200 (Alpharma, AS, Oslo, Norway) administered by injection (Santos et al, 
2005). The low RPS values observed in the present study using both water-based 
and oil-adjuvanted vaccines may be attributable to the different antigen and 
adjuvant used in the formulations of the vaccines, the different size of the fish at 
the moment of immunization and challenge as well as the high infectious dose 
(4.3x106 CFU/ml) used in the challenge. Moreover, a RPS value of 50% 3 months 
after the vaccination with an oil-adjuvanted vaccine indicated that a single dose of 
vaccine administered by injection was not able to protect turbot against 
A. salmonicida throughout the whole production cycle. 
With regards to the side effects of immunization with the oil-adjuvanted 
vaccines, turbot treated with oil-adjuvant (OA-vaccinated and OA-control) 
developed chronic coelomitis and fibrous adhesions between organs of the 
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coelomic cavity. Similar lesions have been previously reported in turbot 
immunized with vaccines containing five different adjuvants (Noia et al., 2014), 
as well as in other fish species injected with mineral and non-mineral oil 
adjuvanted vaccines, including Atlantic salmon, Atlantic cod (Gadus morhua), 
rainbow trout, yellowtail (Seriola quinqueradiata) and sea bass (Dicentrarchus 
labrax) (Afonso et al., 2005; Berg et al., 2006; Gjessing et al., 2012; Mutoloki et 
al., 2004). Whereas in fusiform fish the most severe lesions mainly occur in the 
dorso-anterior region of the coelomic cavity (coinciding with the injection site) 
(Gjessing et al., 2012), in turbot the lesions were extensive, affecting the entire 
cavity. This finding may be favoured by the flat form of turbot, which entails 
craneo-caudal shortening of the coelomic cavity, resulting in a close contact 
between organs. Recently, Noia et al. (2014) reported that internal adhesions can 
be greatly reduced by injecting the vaccine in forward direction (with the needle 
directed towards the anterior part of the peritoneal cavity of turbot), specifically in 
an area located in the fronto-ventral part of the fish. Although in the present study, 
the forward direction way was used to inject the fish, lesions in the coelomic 
cavity were observed. These findings suggest that the area of the inoculation of 
the vaccine rather than the way of injection should be taken into account to reduce 
the side-effects generated by adjuvant containing bacterins.  
The microscopic evaluation of OA-vaccinated and OA-control groups, 
revealed granulomatous coelomitis and fibrosis with sequestration of oil-material, 
coinciding with previous studies in other fish species (Afonso et al., 2005; 
Gjessing et al., 2012; Koppang et al., 2008; Mutoloki et al., 2004; Vinay et al., 
2013b). These lesions remained for at least 6 months after injection, indicating the 
difficulty to remove the oil droplets from the injection site. These findings were 
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consistent with reports that showed that oil-components of vaccines can persist for 
extended period of time (Afonso et al., 2005; Koppang et al., 2005; Mutoloki et 
al., 2004; Noia et al., 2014), and remark the importance of the histopathological 
examination, since lesions were not observed macroscopically at 180 dpv.  
The similarity in the pattern of lesions displayed by turbot injected with 
oil-based vaccines either with or without bacterins, suggested that the type and the 
intensity of the inflammatory reaction developed in turbot was mainly induced by 
the presence of the oil-material. A similar reaction, with chronic inflammation and 
fibrosis after intracoelomic administration of oil-adjuvants vaccines have been 
described in turbot and several fish species (Afonso et al., 2005; Gjessing et al., 
2012; Noia et al., 2014). Drangsholt et al. (2011) showed that the severity of the 
adhesions was related with the volume of oil-adjuvanted vaccines injected in 
Atlantic salmon. 
According to the observations in other fish species, mononuclear 
phagocytes were the principal leukocytes that reacted after exposition to the oil-
adjuvant (Afonso et al., 2005; Mutoloki et al., 2006; Noia et al., 2014). The large 
proportion of cytokeratin-immunopositive cells indicated the differentiation of 
macrophages to epithelioid cells (Matushima et al., 2006; Noga et al., 1989), 
which represent specialized cells that promote the inflammation producing 
inflammatory cytokines that recruit innate effectors (Mariano, 1995). The 
immunohistochemistry against TNF-α antigen varied through the experimental 
period. A great amount of large cells compatible with macrophages expressed 
TNF-α at 7 dpv, coinciding with the relevant role of this cytokine during the early 
stages of inflammation and the formation of granulomas (Ehlers, 2005; Goetz et 
al., 2004; Hagge et al., 2009; Horiuchi et al., 2010). From 21 dpv, the amount of 
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TNF-α+ cells decreased while they were located at the peripheral area of the 
granulomas. This pattern of immunostaining suggested the minor production of 
TNF-α as the granuloma matured. In addition to pro-inflammatory effect of the 
TNF-α, the production of this molecule in activated cells (macrophages and 
fibroblast) located at the peripheral area of inflammation may promote tissular 
fibrosis (Kovacs and DiPietro, 1994). On the other hand, iNOS+ cells were 
scarcely seen, indicating a low iNOS activity by phagocytes (Randelli et al., 
2008).  
Different to oil-based vaccines, water-based vaccine resulted in mild 
exudation of phagocytes following injection, which finally were arranged in small 
aggregates that persisted until 180 dpv. These results are in agreement with those 
that showed water-based vaccines causing minimal to none intra-coelomic lesions, 
compared with those induced by oil-based vaccines (Afonso et al., 2005; 
Fredriksen and Grip, 2012; Mutoloki et al., 2008). 
In the NA-vaccinated fish, the infiltrate of macrophages in the coelomic 
cavity was associated with stimulation of inflammatory reaction induced by the 
exposure to bacterins, as has been confirmed also in other fish species (Afonso et 
al., 2005; Caipang et al., 2008; Korytář et al., 2013). This fact was supported by 
the immunohistochemical findings, with specific and strong immunoreactivity for 
the VA in the cytoplasm of single macrophages, as early as 3 hpv, and later within 
the macrophage aggregates found on the serosal surface of coelomic organs. 
These results suggested that the VA was rapidly captured by phagocytes in the 
coelomic cavity, and subsequently they clustered forming diffuse and focal 
aggregates, which might act as “deposit of antigen” (Fredriksen and Grip, 2012). 
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The immunohistochemical analyses also revealed the presence of the VA 
in the kidney and spleen in fish injected with water-based vaccine. In teleosts, 
kidney and spleen constitute the main secondary lymphoid organs (Boehm et al., 
2012; Grøntvedt and Espelid, 2004; Rauta et al., 2012; Zhang et al., 2011), 
representing important sites for antibody-secreting cell proliferation after 
stimulation with different viral and bacterial antigens (Castro et al., 2013; Faílde 
et al., 2014; Galeotti et al., 2013; Ma et al., 2013). In addition, the VA was 
identified within MMCs of spleen of some fish in the NA-vaccinated group. This 
finding is noteworthy because MMCs have been proposed as sites where the 
antigen processing and presentation to lymphocytes occur, initiating the humoral 
immune response, analogous to the germinal centres of the lymphatic follicles in 
mammals and birds (Agius and Roberts, 2003; Bermúdez et al., 2006; Saunders et 
al., 2010; Vigliano et al., 2006). According to this result, the onset of an adaptive 
immune response may be suspected, however the water-based vaccines showed 
no protection at 90 dpv. Therefore, further studies regarding the initiation of a 
specific immune response against A. salmonicida in this group are needed.  
In NA-vaccinated group, few circulating macrophage-like cells positive 
for the VA in the parenchyma of kidney and spleen were detected, but no 
immunoreactivity was found in other types of cell involved in the trapping of 
antigenic substances from the circulation, such as the sinusoids of the kidney, 
endocardial cells and ellipsoids (Azad et al., 2000; Dalmo et al., 1997; Espenes et 
al., 1996; Roberts, 2012). These results suggested that phagocytes containing the 
VA migrated from the coelomic cavity, via bloodstream, to the immune organs 
and the MMCs contained therein, according with previous studies performed in 
turbot and gilthead seabream (Sparus aurata) (Chaves-Pozo et al., 2005; Noia et 
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al., 2014). However, the absence of antigen capture by endothelial cells or 
ellipsoids cannot be disregarded, as the limit of detection of the 
immunohistochemistry may be masking this finding.  
At 180 dpv, the VA in the NA-vaccinated group remained present in the 
macrophage aggregates in the coelomic cavity, while it was not detected within 
the lymphoid tissues either in isolated phagocytes in the parenchyma or inside the 
MMCs. This difference suggested that the degradation of VA might be faster in 
MMCs than in macrophage aggregates in the coelomic cavity, as well as the 
turnover or migration of phagocytes carrying the antigen from the coelomic cavity 
to MMCs decreased through the time. 
By contrast, the OA-vaccinated group did not show any systemic 
distribution of antigen. In these fish, the antigen was restricted at the coelomic 
cavity, specifically in the centre of granulomas, for at least 6 months after 
vaccination. These results are in accordance with other studies in Atlantic salmon 
and sea bass vaccinated with oil-based vaccines (Afonso et al., 2005; Haugarvoll 
et al., 2010; Mutoloki et al., 2008). The persistence of the antigens at the site of 
injection depicts a way of depot required to the sustained and long-lasting release 
of the antigen (Afonso et al., 2005; Grove et al., 2003; Mutoloki et al., 2004). 
However, in OA-vaccinated turbot, the VA was undetectable outside the 
granulomas, suggesting that the strong inflammatory response entrapped the 
antigen and hamper their systemic distribution to other tissues. Similarly, 
Mutoloki et al. (2008) observed the vaccinal antigen retained in the inflammatory 
reaction in the celomic cavity, but the antigen was not detected in other organs in 
Atlantic cod injected with oil-adjuvanted vaccines. Nevertheless, in contrast with 
our results, systemic distribution of vaccine components contained in oil-adjuvant 
Vacunación frente a A. salmonicida 
 
163 
 
vaccines has been demonstrated in fish (Grove et al., 2003; Mutoloki et al., 2004; 
Noia et al., 2014). Therefore, the possibility that VA had been released from 
granulomas in very few amounts, below the detection limit of IHC cannot be 
ruled out. So, although the inflammatory stimulus of the oil-adjuvant seems to be 
necessary to maintain the antigenic stimuli for long periods of time (Jang et al., 
2011; Mutoloki et al., 2010; van Gelderen et al., 2009), further analysis are 
required to differentiate the nature and the specificity of this protection in turbot 
against A. salmonicida. On the other hand, since the accumulate mortality 
observed in OA-control and NA-control fish was quite similar, it seems that 
adjuvant alone is not able to elicit a protective immune response.  
The results from this study showed that histopathology and 
immunohistochemistry contributed not only to assess the side effects of different 
vaccine adjuvants in turbot, but also to the evaluation of the efficacy and the 
safety of vaccines against A. salmonicida in this species. 
In conclusion, water-based vaccine induces minimal side effects and 
allows the distribution of the antigen to secondary lymphoid tissues, although the 
level of protection was insignificant. On the other hand, oil-adjuvanted vaccines 
conferred moderate level of protection, but induced severe lesions in the site of 
injection, so their use may be questionable in terms of animal health and welfare. 
Further studies focusing on the development of new vaccine adjuvants causing 
minimal side effects in host as well as on the specificity of the elicited immune 
response against A. salmonicida should be carried out. 
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8. Resultados y discusión generales 
La acuicultura representa actualmente una de las actividades de 
producción animal con mayor desarrollo y proyección de crecimiento a nivel 
mundial (FAO, 2014a). Este crecimiento ha sido resultado de la intensificación 
del cultivo, la diversificación de las especies cultivadas y las estrategias de 
comercialización de los productos. Sin embargo, la expansión del cultivo de peces 
ha propiciado condiciones favorables para la aparición y diseminación de 
enfermedades infecciosas que generalmente, causan altos índices de mortalidad y 
grandes pérdidas económicas (Ashley, 2007; Gui y Zhu, 2012; Thorarinsson y 
Powell, 2006; Vanden Bergh y Frey, 2013; Villumsen y col., 2012). Las 
enfermedades bacterianas son las que más comúnmente afectan las poblaciones de 
peces en cultivo (Kent y col., 2013; Sano, 1998; Toranzo y col., 2005; Zheng y 
col., 2012). Entre ellas, Aeromonas salmonicida representa una de las principales 
amenazas para la producción de diversas especies de peces de elevado valor 
comercial, incluido el salmón del Atlántico, la trucha arcoíris y el rodaballo 
(Diamanka y col., 2013; Lago y col., 2012; Márquez y col., 2014; Pedersen y col., 
2008; Toranzo y col., 2005; Vanden Bergh y Frey, 2013; Villumsen y col., 2012).  
Uno de los pilares fundamentales para el éxito de la acuicultura es 
mantener a los peces en las mejores condiciones de bienestar y salud (Conte, 
2004; Johansen y col., 2006). Para ello, resulta primordial el estudio de la biología 
y de las enfermedades de los peces para el desarrollo y la aplicación de medidas 
de manejo efectivas dirigidas a reducir la presencia de patógenos (presión de 
infección) dentro de la explotación, así como a incrementar la resistencia de los 
animales a la infección (Kilpi y col., 2013). 
Resultados y discusión generales 
 
174 
 
Este trabajo describe de forma detallada el cuadro morfopatológico de la 
infección aguda por A. salmonicida en rodaballo, usando un modelo de infección 
experimental en ejemplares juveniles (capítulo 4). También se ha desarrollado una 
técnica inmunohistoquímica para detectar la localización del antígeno bacteriano, 
que ha permitido establecer la asociación entre las lesiones y el patógeno, así 
como su interacción con los componentes del sistema inmune. A fin de contribuir 
a clarificar la patogenia y la respuesta inmune durante la infección aguda, se ha 
demostrado la activación de mecanismos antibacterianos no-específicos, como la 
producción de TNF-α y el incremento de la actividad de la enzima iNOS en los 
órganos hematopoyéticos (capítulo 5). También se ha descrito el cuadro lesional 
de la forma crónica de la enfermedad en rodaballo, aportando nueva información 
para su diagnóstico (capítulo 6). Finalmente, se avanzó en el estudio de la 
respuesta inflamatoria y de la cinética de las bacterinas en rodaballos vacunados 
con diferentes formulaciones (capítulo 7). El empleo de la técnica 
inmunohistoquímica frente a los antígenos bacterianos resultó ser una herramienta 
esencial para el diagnóstico y el estudio de la patogenia de la forma aguda y 
crónica de la enfermedad, así como la para la evaluación de la cinética del 
antígeno vacunal. 
En la forma aguda de la infección por A. salmonicida, los rodaballos 
desafiados desarrollaron celomitis, con presencia de un infiltrado inflamatorio, 
compuesto principalmente por leucocitos mononucleares compatibles con 
macrófagos. Estos hallazgos representan la reacción inflamatoria frente a la 
presencia de la bacteria y sus componentes bacterianos, lo cual coincide a su vez, 
con la vía de inoculación. De forma similar, la administración intracelómica de 
A. salmonicida en trucha arcoíris indujo celomitis, definida por la exudación de 
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leucocitos, con elevada proporción de fagocitos mononucleares (Köllner y 
Kotterba, 2002; Korytář y col., 2013). 
A nivel sistémico, los peces mostraron congestión generalizada, 
particularmente evidente en órganos altamente vascularizados como branquias, 
hígado, bazo y riñón. A partir de las 24 hpi, las lesiones fueron más severas, con 
desarrollo de hemorragias y áreas multifocales de necrosis del parénquima renal. 
A partir de las 48 hpi, los peces mostraron múltiples áreas de necrosis del 
parénquima hepático y esplénico, movilización leucocitaria y formación de 
trombos hialinos, especialmente evidentes en cavidad ventricular cardíaca y 
sinusoides hepáticos. A las 96 hpi, se detectaron numerosas colonias bacterianas 
Gram negativas en cavidad celómica y diferentes órganos, bien afectando el 
parénquima o bien dentro de las estructuras vasculares (émbolos sépticos). Las 
colonias bacterianas fueron especialmente numerosas en riñón, seguido de bazo, 
hígado, corazón y branquias. El tejido circundante asociado a las colonias estaba 
necrótico, siendo particularmente extenso en el parénquima renal. 
Los hallazgos histológicos resultaron compatibles con el desarrollo de un 
proceso septicémico (Bochsler y Slauson, 2002; Do Vale y col., 2007; McDonald 
y col., 2012). Las lesiones indicaron que A. salmonicida indujo inicialmente una 
respuesta inflamatoria sistémica, ocasionando un daño vascular y tisular en los 
peces infectados. La presencia de colonias sugiere que A. salmonicida fue capaz 
de diseminarse vía hematógena hacia diferentes órganos y multiplicarse en los 
tejidos, sin evidencia de una respuesta inmunitaria efectiva por parte del pez 
(Bruno y Poppe, 1996; Kent y col., 2013). La necrosis tisular asociada a las 
bacterias podría atribuirse a la acción directa de las numerosas enzimas y toxinas 
Resultados y discusión generales 
 
176 
 
secretadas por A. salmonicida y al daño vascular (Beaz-Hidalgo y Figueras, 2013; 
Reith y col., 2008; Vanden Bergh y Frey, 2013). 
El cuadro lesional observado en rodaballos fue similar al descrito en 
salmónidos afectados con la forma aguda de la enfermedad, especialmente en 
salmón del Atlántico, trucha arcoíris o trucha marrón (Ferguson, 2006; Noga, 
2010; Roberts, 2012a). Esto demostró que los estudios histopatológicos, junto con 
la tinción de Gram, permiten realizar un diagnóstico presuntivo de la forma aguda 
de la enfermedad. Sin embargo, las lesiones observadas en los rodaballos 
infectados no pueden ser consideradas patognomónicas de la infección por 
A. salmonicida debido a su similitud con las lesiones descritas en las formas 
septicémicas de enfermedades ocasionadas por otras infecciones bacterianas; por 
ejemplo, diferentes especies del género Aeromonas (móviles o “atípicas”), 
Listonella anguillarum o especies pertenecientes al género Vibrio, las cuales 
constituyen los principales diagnósticos diferenciales (Avci y col., 2012; 
Björnsdóttir y col., 2005; Frans y col., 2011; Jagoda y col., 2014; Noga, 2010; 
Rey y col., 2009; Roberts y Rodger, 2012). 
La técnica inmunohistoquímica frente a A. salmonicida identificó el 
antígeno bacteriano en todos los peces inoculados. La inmunorreactividad se 
localizó inicialmente dentro de la cavidad celómica, tanto en forma libre como 
dentro del citoplasma de leucocitos mononucleares. La presencia del antígeno 
libre en cavidad celómica se correspondió con la vía de inoculación, mientras que 
el marcaje citoplasmático en macrófagos, demostró la capacidad de este tipo 
celular para reaccionar frente al patógeno y fagocitarlo (Nikoskelainen y col., 
2005; Vanya Ewart y col., 2008). En nuestro trabajo, a partir de las 6 hpi, el 
antígeno bacteriano se observó tanto en la luz, como asociado a la superficie 
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endotelial de los vasos sanguíneos y ocasionalmente, en el estroma subendotelial. 
Estos hallazgos confirmaron la presencia de la bacteria o sus componentes en la 
circulación sanguínea (bacteriemia), lo cual podría inducir a la activación 
endotelial y lesión endotelial, responsables de los principales cambios 
histopatológicos observados, como la marginación leucocitaria, formación de 
microtrombos, hemorragias y necrosis tisular (Bochsler y Slauson, 2002; 
Gunnlaugsdóttir y Gudmundsdóttir, 1997; Knoebl, 2010; Peters y col., 2003). La 
relación observada entre la necrosis tisular y la presencia de bacterias se demostró 
mediante la identificación del antígeno bacteriano, incluso en aquellas lesiones 
donde no se observaron bacterias mediante la tinción de H-E o Gram. 
El rápido establecimiento de la bacteriemia coincidió con estudios en 
salmón del Atlántico y rodaballo que demostraron la diseminación de la bacteria 
hacia diversos tejidos pocas horas tras la exposición de los peces al patógeno por 
inmersión (Farto y col., 2011; Svendsen y col., 1999; Verner–Jeffreys y col., 
2007). 
El antígeno bacteriano también se observó a las 96 hpi dentro de los vasos 
sanguíneos de los mioseptos, lo cual sugiere que A. salmonicida es capaz de 
alcanzar e invadir la musculatura esquelética. Estos hallazgos concuerdan con los 
resultados de Farto y col. (2011) quienes demostraron la presencia de la bacteria 
en la musculatura del rodaballo 7 días tras la exposición al patógeno por 
inmersión. La localización de la bacteria en la musculatura esquelética podría 
representar el origen de las lesiones necrótico-hemorrágicas en musculatura y 
dermis descritas en salmónidos durante las fases tardías de infección (Diamanka y 
col., 2013; Roberts, 2012a; Young y col., 2009). 
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Durante el ensayo experimental, el antígeno bacteriano se observó en 
macrófagos dentro de la cavidad celómica, en fagocitos circulantes o asociados al 
endocardio del ventrículo del corazón, así como en los elipsoides del bazo y 
monocitos del parénquima hematopoyético del riñón. Estos resultados demuestran 
la interacción entre el patógeno y células del sistema retículo endotelial, las cuales 
desempeñan un papel fundamental en la inducción de la respuesta inmune innata 
en los peces teleósteos (Boltaña y col., 2011; Dalmo y col., 1997). En los 
macrófagos, el marcaje dentro del citoplasma era difuso y uniforme, o bien definía 
estructuras esféricas a ovales compatibles con la forma bacilar (bacilo corto) de 
A. salmonicida. La forma difusa de immunomarcaje indicaría la presencia de 
componentes bacterianos degradados o productos bacterianos extracelulares 
solubles fagocitados, mientras que las formas bacilares pueden corresponderse a 
microorganismos recientemente fagocitados o bacterias fagocitadas resistentes a 
la lisis. Debemos tener presente que A. salmonicida es un patógeno intracelular 
facultativo, cuya supervivencia ha sido demostrada mediante estudios in vivo e in 
vitro tanto en macrófagos de peces como en otros tipos celulares (Fast y col., 
2009; Garduño y col., 2000). 
En los peces teleósteos, el sistema inmune actúa de forma similar al de los 
mamíferos, pudiendo desarrollar respuestas innatas y específicas (Raida y 
Buchmann, 2008; Rauta y col., 2012). La respuesta innata es rápida, cumpliendo 
una función preponderante frente a la invasión bacteriana (Magnadóttir, 2006). En 
general, dicha respuesta está principalmente mediada por la acción de los 
leucocitos fagocíticos y por factores humorales inespecíficos como la lisozima, 
proteínas de fase aguda, el sistema del complemento y citocinas pro-inflamatorias 
(Goetz y col., 2004; Kilpi y col., 2013; Nikoskelainen y col., 2005; Plouffe y col., 
Resultados y discusión generales 
 
179 
 
2005; Zhu y col., 2013). Entre los mecanismos antibacterianos mediados por 
células (especialmente por los fagocitos mononucleares activados), la producción 
de NO catalizada por la enzima iNOS y la producción de TNF-α representan 
parámetros inmunológicos importantes para evaluar la respuesta inmune innata 
frente a las infecciones bacterianas (Campos-Pérez y col., 2000; Forlenza y col., 
2011; Plouffe y col., 2005; Zaki y col., 2011). 
Con el objetivo de evaluar la respuesta inmune innata y avanzar en el 
estudio de la patogenia de la infección aguda por A. salmonicida en los 
rodaballos, se realizó una técnica inmunohistoquímica para detectar iNOS y  
TNF-α. De este modo se estudió la expresión de estos factores en la población 
celular del riñón (región anterior y posterior) y el bazo, los cuales constituyen los 
principales tejidos linfo-hematopoyéticos (Bromage y col., 2004; Secombes y 
Wang, 2012; Ye y col., 2013). 
Tanto en peces controles y en peces infectados, las células positivas para 
iNOS y TNF-α se identificaron principalmente en el parénquima de los órganos y, 
en menor proporción, dentro del lumen de estructuras vasculares de los mismos, 
coincidiendo con trabajos previos (Losada y col., 2012; Ronza y col., 2013). 
Las características morfológicas de las células iNOS positivas eran 
compatibles con monocitos/macrófagos/melanomacrófagos y, en menor número, 
con granulocitos, localizadas principalmente dentro de los vasos sanguíneos. En 
riñón, las células iNOS+ se distribuyeron de forma difusa en el intersticio renal, 
con tendencia a agruparse en la región perivascular. En bazo, las células iNOS+ se 
distribuyeron de forma difusa en el parénquima y agrupadas alrededor de los 
vasos sanguíneos y CMMs. 
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El número de células iNOS+ se incrementó significativamente a las 24 hpi 
en riñón y en bazo de los peces infectados, indicando que estos órganos 
reaccionaron frente a la exposición a los antígenos bacterianos aumentando la 
producción de NO. Estos resultados se corresponden con la abundante cantidad de 
monocitos/macrófagos que contiene el riñón y el bazo y su activa participación de 
la respuesta innata frente a las infecciones bacterianas (Løvoll y col., 2009). A las 
96 hpi, el número de células iNOS+ en los peces inoculados disminuyó con 
respecto a los muestreos previos, lo cual puede relacionarse con la rápida, pero 
poco duradera actividad de iNOS durante las infecciones bacterianas (Chettri y 
col., 2012; Rodríguez y col., 2008), así como con la reducción del número de 
células fagocíticas como consecuencia de la necrosis tisular del parénquima renal 
observada en dicho tiempo de muestreo. 
Por su parte, las células TNF-α+ fueron morfológicamente compatibles con 
monocitos/macrófagos, y mostraron un patrón de distribución similar a las células 
iNOS+ tanto en riñón como en bazo, lo que podría indicar que se trataban de la 
misma población celular. 
El número de células TNF-α+ se incrementó significativamente en riñón a 
partir de las 24 hpi en los peces inoculados, mientras que en bazo, el aumento de 
células TNF-α+ se identificó a las 96 hpi. El aumento de la expresión de TNF-α ha 
sido descrito en numerosos estudios que demuestran que los 
monocitos/macrófagos responden activamente secretando TNF-α en respuesta a la 
estimulación con componentes bacterianos, especialmente los lipopolisacáridos de 
la pared bacteriana (Das y col., 2011; Falco y col., 2012; Fast y col., 2009; Fast y 
col., 2007). 
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La diferente cinética de las células TNF-α+ del riñón y el bazo indicaron 
que el riñón fue el principal órgano implicado en la producción de esta citocina. 
De forma similar, la sobre-expresión de genes relacionados con el TNF-α en 
Oplegnathus fasciatus infectados intracelómicamente con E. tarda y S. iniae, se 
ha detectado a partir del primer día en riñón, mientras que en bazo, los valores se 
incrementaron a partir del tercer y quinto día post-infección (Hwang y col., 2014). 
Este cambio podría estar relacionado con la diferente función que desempeñan 
estos órganos durante la respuesta inflamatoria. El riñón posee una mayor función 
hematopoyética, con abundante cantidad de monocitos/macrófagos y 
consecuentemente una mayor actividad fagocítica en relación al bazo (Press y 
Evensen, 1999; Tort y col., 2003). Por su parte, mientras que el bazo también 
ejerce como órgano hematopoyético, su principal función está orientada al 
desarrollo de la inmunidad mediada por anticuerpos (Bromage y col., 2004; Ma y 
col., 2013; Rauta y col., 2012). En este sentido, es probable que en el bazo, que 
presentaría una mayor función linfoide, el incremento en el número de células 
TNF-α+ observado a las 96 hpi, se corresponda con la migración de células 
monocíticas provenientes del riñón o cavidad celómica. En correspondencia con 
esto, Chaves-Pozo y col. (2005) demostraron que los granulocitos movilizados 
frente a la inyección intracelómica de L. anguillarum en dorada (Sparus aurata) 
provenían de riñón y se dirigieron posteriormente hacia el bazo. Por otro lado, el 
incremento inicial en el número de células TNF-α+ en riñón también podría estar 
favorecido por una mayor respuesta inflamatoria en relación a las lesiones 
sufridas por este órgano, identificadas histológicamente a partir de las 24 hpi, 
mientras que en bazo se observaron a partir de las 48 hpi. 
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Además de las células individuales (monocitos/macrófagos), los 
rodaballos inoculados mostraron inmunoreactividad para iNOS en los elipsoides y 
CMMs, lo cual concuerda con la función fagocítica de las células que conforman 
dichas estructuras, como ha sido propuesto por otros autores (Agius y Roberts, 
2003; Losada y col., 2012). En nuestro trabajo, solo un rodaballo mostró 
inmunoreactividad para TNF-α en los CMMs del bazo, lo que podría indicar que 
los melanomacrófagos que constituyen dichos centros son capaces de producir 
esta citocina, probablemente en respuesta a la exposición a los antígenos 
bacterianos. Sin embargo, el bajo porcentaje de peces reactivos sugiere que los 
melanomacrófagos requieren una fuerte estimulación para producir esta citocina, 
o bien que, esta baja frecuencia de detección de TNF-α en las células de los 
CMMs, podría estar relacionada con la intensa degradación celular y el límite de 
detección de la técnica immunohistoquímica.  
Un aspecto a destacar fue que algunos peces que mostraron positividad 
para iNOS y para TNF-α en los CMMs, tenían agregados de células linfoides 
(negativas para ambas moléculas) alrededor de los CMMs. Se ha propuesto que la 
proliferación de linfocitos en asociación a los CMMs podría relacionarse con la 
estimulación antigénica, ya que estas estructuras actuarían como lugares de 
presentación de antígenos a los linfocitos para la iniciación de una respuesta 
humoral específica (Agius y Roberts, 2003; Bermúdez y col., 2006; Saunders y 
col., 2010; Vigliano y col., 2006). 
Numerosos estudios han demostrado la activación de 
monocitos/macrófagos y el incremento de la producción de NO y TNF-α 
mediante métodos de cuantificación serológicos o moleculares en cultivos 
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celulares (in vitro y ex vivo) o en tejidos de peces expuestos al patógeno o sus 
componentes bacterianos (Chopra y col., 2000; Ishibe y col., 2009; Millán y col., 
2011; Rodríguez y col., 2008; Tafalla y Novoa, 2000; Vanya Ewart y col., 2008). 
Sin embargo, la expresión de estas moléculas mediante estudios in situ, como la 
inmunohistoquímica, durante el transcurso de una septicemia no ha sido 
investigada hasta el momento.  
El estudio de la patogenia de las enfermedades (incluida la respuesta 
inmune) debe ser abordado como un proceso dinámico, para lo cual se requieren 
modelos experimentales que contribuyan a investigar el desarrollo de los 
acontecimientos in situ, e integrarlos en el marco de un contexto tisular específico 
(Haines y West, 2005; Kent y col., 2013). En este trabajo, los rodaballos 
expuestos a la bacteria, desarrollaron una respuesta inflamatoria sistémica, 
mediada por la activación de los macrófagos con incremento significativo de la 
producción de NO y TNF-α. La producción excesiva de estas moléculas, una vez 
establecida la infección sistémica, podría contribuir a la patogenia de la 
enfermedad aguda causada por A. salmonicida en el rodaballo, ejerciendo un 
efecto contraproducente y favoreciendo el desarrollo de la sepsis. En mamíferos, 
se ha demostrado que el exceso de producción de NO y TNF-α durante las 
septicemias bacterianas causan efectos perjudiciales en el hospedador, 
contribuyendo al desencadenamiento del shock séptico y disfunción orgánica 
(Annane y col., 2005; Bultinck y col., 2006; Kirkebøen y Strand, 1999; Lewis y 
col., 2012; Reyes y col., 2003; Sriskandan y Altmann, 2008; Victor y col., 2004). 
Las consecuencias adversas de la acción de estas moléculas durante la 
sepsis/shock séptico radican en sus efectos hemodinámicos y en la capacidad de 
causar daño celular (Lewis y col., 2012). En peces, aún no se han determinado los 
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efectos biológicos de estas moléculas durante los procesos septicémicos. Sin 
embargo, existe evidencia de que la acción del NO y el TNF-α podrían ser 
perjudiciales en ciertas enfermedades en peces. Por ejemplo, Losada y col. (2012) 
han propuesto que la acción del NO contribuye al daño de los enterocitos en 
rodaballos enfermos de enteromixosis. Por otro lado, Roca y col. (2008) 
demostraron que la administración intracelómica de TNF-α en peces cebra (Danio 
rerio) aumentaba la susceptibilidad a la infección con S. iniae y al virus de la 
viremia primaveral de la carpa (Rhabdovirus), lo cual sugiere cierta implicación 
de esta molécula en favorecer el desarrollo de la enfermedad. 
La forma crónica de infección por A. salmonicida (capítulo 6) se estudió a 
partir de rodaballos infectados de forma natural y con lesiones cutáneas 
provenientes de diferentes granjas de producción. Los rodaballos afectados tenían 
lesiones nodulares firmes (únicas o múltiples) en la piel de la superficie ocular. 
Algunos nódulos estaban ulcerados, mostrando ocasionalmente, una depresión 
central y aspecto crateriforme.  
Microscópicamente, dichas lesiones cutáneas se correspondieron con un 
infiltrado inflamatorio focal localizado en la dermis y asociado a los tubérculos 
dérmicos. Dicho infiltrado era más abundante en la dermis profunda, bajo la base 
de los tubérculos dérmicos, extendiéndose hacia la dermis superficial. La 
población leucocitaria estaba compuesta principalmente por macrófagos, células 
epitelioides y células gigantes multinucleadas (mayormente localizadas hacia el 
centro de la lesión), variable cantidad de linfocitos, y escasas células plasmáticas, 
distribuidas de forma difusa en la región periférica del infiltrado inflamatorio. Los 
tubérculos dérmicos asociados estaban degenerados, con pérdida de la forma 
cónica y fragmentados. 
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La microscopía electrónica permitió confirmar los distintos tipos celulares 
presentes en la reacción inflamatoria, destacando la presencia de células 
morfológicamente compatibles con células epitelioides, que mostraban íntimo 
contacto de sus membranas celulares y uniones desmosómicas (Gjessing y col., 
2012; Noga, 2006). Los desmosomas han sido relacionados con la fusión de 
células epitelioides para la formación de células gigantes multinucleadas 
(Gauthier y col., 2004). Las células epitelioides y las células gigantes 
multinucleadas resultaron positivas mediante inmunohistoquímica para el 
anticuerpo frente a citoqueratina, una característica fenotípica previamente 
descrita en células epitelioides en otras especies de teleósteos (Matushima y col., 
2006; Noga y col., 1989). Por otra parte, un número escaso de células mostraron 
positividad para iNOS, indicando la escasa actividad de esta enzima en las fases 
crónicas de infección, coincidiendo con estudios realizados por Fast y col. (2009) 
en salmón del Atlántico. 
La inmunohistoquímica frente a A. salmonicida reveló la presencia del 
antígeno bacteriano en el interior del citoplasma de células epitelioides y células 
gigantes multinucleadas en granulomas de algunos de los peces, así como un 
marcaje difuso en las áreas de necrosis, confirmando la relación de causalidad. 
Las lesiones cutáneas observadas en los rodaballos pueden definirse como 
una dermatitis granulomatosa crónica multifocal. Los procesos inflamatorios 
granulomatosos están asociados a respuestas inflamatorias crónicas, 
correspondientes a reacciones de hipersensibilidad mediada por células 
(granuloma inmunológico) o en respuesta a materiales exógenos o endógenos 
difíciles de eliminar (granuloma de cuerpo extraño) (Bochsler y Slauson, 2002; 
Brown y col., 2002; Sado y Matushima, 2008). En este caso, la identificación de 
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los antígenos bacterianos asociados al proceso inflamatorio permite caracterizarlo 
como una reacción granulomatosa de tipo inmunológico. Estos resultados señalan 
la importancia de la inmunidad celular en respuesta a la infección por 
A. salmonicida, lo cual a su vez, se correlaciona con la habilidad de la bacteria 
para comportarse como un microorganismo intracelular (Daly y col., 1996; Fast y 
col., 2009; Garduño y col., 2000).  
Un aspecto relacionado con las reacciones granulomatosas es la 
persistencia del estímulo inflamatorio, generalmente derivado de un fallo en la 
eliminación del patógeno (Bochsler y Slauson, 2002; Mariano, 1995; Oevermann 
y col., 2010). Atendiendo a este concepto, es posible plantear que los rodaballos 
con infección crónica podrían estar actuando como reservorios del patógeno 
dentro de la población, destacando la importancia epidemiológica de la detección 
de los individuos enfermos.  
Las características histológicas de las lesiones sugieren que el proceso 
inflamatorio comenzó en la dermis profunda, y posteriormente se extendió hacia 
la dermis superficial y epidermis, lo que indica el origen endógeno de las mismas. 
Basados en el criterio morfológico de clasificación de las úlceras cutáneas descrita 
por Law (2001), la ulceración de los nódulos del rodaballo puede definirse como 
de “dentro-fuera”, donde la ulceración y el desprendimiento de los tubérculos 
estaría supeditado al debilitamiento de la piel por el proceso inflamatorio crónico 
subyacente en la dermis (Groff, 2001). 
La asociación entre el proceso inflamatorio y los tubérculos dérmicos 
sugiere que existe cierto tropismo de la bacteria por componentes de la dermis, 
como por ejemplo el colágeno, como ha sido sugerido para otras bacterias como 
Resultados y discusión generales 
 
187 
 
F. psychrophilum (Ferguson y col., 2006). Por otro lado, es posible que A. 
salmonicida tienda a establecer una asociación con los tubérculos dérmicos, ya 
que estos podrían representar una fuente de calcio para la bacteria (Faílde y col., 
2014; Zylberberg y col., 2003), el cual es necesario para la producción de la capa 
A, uno de los principales factores de virulencia de este microorganismo (Garduño 
y col., 2000). 
El cuadro morfopatológico de la forma crónica de infección por 
A. salmonicida en el rodaballo difirió de las lesiones descritas en salmónidos 
referidas como “forúnculos” (Bruno y Poppe, 1996). Estas consisten en grandes 
tumefacciones cutáneas (semejantes a vesículas), con contenido líquido de aspecto 
hemorrágico y tejido necrótico (Noga, 2010; Roberts, 2012). En cualquier caso, y 
aludiendo al concepto patológico de “forúnculo” (inflamación asociado a la 
ruptura del folículo piloso y la exposición de la queratina en la dermis), estamos 
de acuerdo con Cipriano y Bullock (2001) quienes han planteado el incorrecto uso 
de este término, por lo que debería evitarse cuando hacemos referencia a lesiones 
ocasionadas por A. salmonicida en los peces.  
A. salmonicida es un patógeno altamente virulento, capaz de desarrollar 
resistencia a los antibióticos más comúnmente utilizados en acuicultura (Dallaire-
Dufresne y col., 2014; Schmidt y col., 2000; Trudel y col., 2012; Vega-Sánchez y 
col., 2014). Sumado a esto, el espectro de antibióticos de uso permitido en granjas 
de producción es limitado, debido a la posibilidad de la acumulación de residuos 
en los tejidos de los animales o en el agua (Cabello, 2006; Carballeira y col., 
2012; Midtlyng y col., 2011; Samuel-Fitwi y col., 2012; Schmidt y col., 2000). 
Estas dificultades han impulsado el estudio de estrategias de immunización 
mediante vacunación para el control de las enfermedades infecciosas (Plant y 
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LaPatra, 2011; Zheng y col., 2012). Actualmente, la vacunación frente a 
A. salmonicida es una práctica muy extendida en las granjas de salmónidos 
(Brudeseth y col., 2013; Romstad y col., 2012; Villumsen y Raida, 2013). Sin 
embargo, el incremento en la diversidad de especies de acuicultura y la 
variabilidad de la respuesta inmune específica, por ejemplo, en cuanto a tiempo de 
desarrollo y/o magnitud de la misma, exige que el efecto de las vacunas deba ser 
evaluado para cada especie en particular y en relación a la composición de cada 
vacuna (Noia y col., 2014; Vinay y col., 2013; Zheng y col., 2012).  
Específicamente, existen escasos estudios de vacunación frente a 
A. salmonicida en rodaballo. Björnsdóttir y col. (2004) y Santos y col. (2005) 
demostraron que rodaballos inmunizados con diferentes vacunas conteniendo 
bacterinas de A. salmonicida sufrieron un incremento en el título de anticuerpos 
séricos específicos, a la vez que el grupo de peces vacunados mostró una 
protección aceptable frente al desafío con el patógeno (Santos y col., 2005). Estos 
resultados señalan que la vacunación sería un método de prevención apropiado 
para su utilización en esta especie. 
Con el propósito de analizar la eficacia de vacunas frente a A. salmonicida 
en el rodaballo, en el presente trabajo se evaluó el grado de protección y los 
cambios patológicos inducidos luego de la inmunización con diferentes 
formulaciones vacunales administradas por inyección intracelómica. Por otra 
parte, se estudió la localización del antígeno vacunal en los tejidos mediante 
inmunohistoquímica, permitiendo inferir la cinética del mismo y establecer una 
asociación entre el antígeno y los componentes del sistema inmunitario a 
diferentes horas y días post-vacunación (hpv/dpv). 
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Las vacunas adyuvantadas confirieron un mayor grado de protección en 
los peces desafiados con cepas patógenas a los 90 dpv (alcanzando un porcentaje 
relativo de supervivencia del 50%). Contrariamente, la vacuna acuosa no confirió 
protección en los peces vacunados en el momento del desafío. Estos resultados 
contrastan con estudios previos realizados por Santos y col. (2005), en los cuales 
tanto las vacunas de base acuosa como adyuvantadas mostraron un aceptable nivel 
de protección. Esta diferencia podría atribuirse a la diferente formulación vacunal 
(antígenos, adyuvantes), tamaño de los peces en el momento de la inmunización y 
del desafío, así como a la elevada dosis infectiva utilizada en este modelo 
experimental.  
Con respecto a los cambios patológicos, en los rodaballos inyectados con 
la vacuna acuosa no se observaron alteraciones visibles macroscópicamente. 
Microscópicamente, los peces mostraron una reacción inflamatoria leve, 
caracterizada por un infiltrado de células inflamatorias mononucleares, 
compatibles con macrófagos, dispuestos de forma difusa o focalizada sobre el 
tejido conectivo y la superficie serosa de los órganos de la cavidad celómica 
(Afonso y col., 2005; Mutoloki y col., 2008; Noia y col., 2014). En los rodaballos 
vacunados con la vacuna acuosa, la exudación de fagocitos posterior a la 
administración de bacterinas se ha relacionado con la respuesta inmunitaria frente 
a la detección de antígenos bacterianos. Esta presunción se basa en estudios que 
demuestran la reacción de los fagocitos en respuesta a la administración 
intracelómica con bacterinas o diferentes componentes bacterianos (Caipang y 
col., 2008; Korytář y col., 2013). 
Tras la administración de la vacuna acuosa, el antígeno vacunal se 
identificó inicialmente (3 hpv) dentro del citoplasma de fagocitos mononucleares 
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(monocitos, macrófagos, melanomacrófagos) en el interior de la cavidad celómica 
(lugar de inyección), indicando su rápida fagocitosis. Posteriormente, a partir de 
los 7 dpv y hasta los 180 dpv, el antígeno vacunal se localizó dentro de los 
agregados de fagocitos sobre la superficie serosa de los órganos intracelómicos. 
En este grupo de peces, la inmunorreactividad también se localizó en el 
citoplasma de escasos monocitos circulantes, en leucocitos mononucleares en el 
intersticio renal y del parénquima esplénico y CMMs del bazo hasta los 90 dpv. 
Estos resultados sugieren que las bacterinas fueron fagocitadas en el sitio de 
vacunación (en cavidad celómica), desde donde los fagocitos migraron a través de 
la circulación sanguínea hacia los tejidos linfoides, siendo identificados primero 
en riñón (3 hpv), coincidiendo con la función filtradora del sistema retículo 
endotelial en este órgano (Mutoloki y col., 2010; Noga, 2006). A diferencia de 
otros trabajos, el antígeno bacteriano no se detectó en células endoteliales y 
elipsoides, estructuras principalmente implicadas en la captación de antígenos 
circulantes en sangre (Dalmo y col., 1997; Espenes y col., 1996; Mutoloki y col., 
2008). Este hecho podría deberse a una escasa cantidad de antígeno distribuido 
por vía sanguínea, insuficiente para ser detectada por la técnica 
inmunohistoquímica. Las diferencias en la identificación de antígenos vacunales 
dentro de células con capacidad de fagocitosis/endocitosis varía dependiendo de la 
especie, de la formulación vacunal, del tipo de antígenos, de la presencia de 
anticuerpos y de la sensibilidad de método de identificación (Azad y col., 2000; 
Mutoloki y col., 2008; Ruyra y col., 2014). 
La presencia del antígeno vacunal en los CMMs del bazo coincide con 
estudios que demuestran que estas estructuras poseen la capacidad de acumular y 
retener antígenos bacterianos por largos períodos de tiempo (Agius y Roberts, 
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2003; Grove y col., 2003; Press y Evensen, 1999). Nuestros hallazgos indican que 
las células del sistema retículo endotelial que fagocitaron el antígeno vacunal, 
migraron desde la cavidad celómica y/o riñón hacia el bazo, agrupándose y 
contribuyendo a la formación de los CMMs. Esta presunción se fundamenta en el 
hecho de que los macrófagos provenientes de diversos tejidos que contienen 
antígenos migran hacia el bazo (Noga, 2006). 
La localización del antígeno en los tejidos linfoides como riñón y bazo, 
representa un hallazgo trascendental, ya que en estos órganos se desarrolla 
principalmente la respuesta inmune específica (Boehm y col., 2012; Ma y col., 
2013; Ye y col., 2013). Especialmente, la localización del antígeno vacunal en los 
CMMs adquiere una relevancia significativa, ya que se considera que en dichas 
estructuras interactúan las células presentadoras de antígenos y los linfocitos para 
el desarrollo de la respuesta inmunitaria específica, de forma análoga a los centros 
germinales de mamíferos (Agius y Roberts, 2003; Saunders y col., 2010; Vigliano 
y col., 2006).  
La ausencia de inmunomarcaje en los CMMs a los 180 dpv, pero aún 
presente en los agregados de macrófagos de la cavidad celómica, podría deberse a 
la mayor concentración de antígeno presente en el lugar de inoculación. Por otro 
lado, esta diferencia también sugeriría un mayor ritmo de degradación del 
antígeno vacunal en los CMMs, junto con un menor transporte de antígeno por 
parte de los fagocitos desde la cavidad celómica, influenciada por la instauración 
de una respuesta inflamatoria que limitase la movilización de las células. Sin 
embargo, la localización del antígeno vacunal en los infiltrados inflamatorios 
dentro de la cavidad celómica, también indica que podrían actuar como lugares de 
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depósito de bacterinas, manteniendo el estímulo antigénico para generar 
anticuerpos frente a la infección (Fredriksen y Grip, 2012).  
Teniendo en cuenta estos datos, es posible suponer que en los peces 
inyectados con la vacuna acuosa tuvo lugar el inicio de una respuesta inmunitaria 
específica, si bien, esta no alcanzó el nivel de protección necesario o fue 
demasiado lenta como para frenar la enfermedad.  
En este trabajo, los peces inyectados con vacunas emulsificadas con 
adyuvante oleoso, con o sin bacterinas, desarrollaron una celomitis y esteatitis 
granulomatosa, fibrosis y extensas adherencias entre los órganos de la cavidad 
celómica. El infiltrado inflamatorio se organizó en múltiples granulomas 
delimitando vacuolas lipídicas de tamaño variable, correspondientes al adyuvante, 
que permanecieron dentro de la cavidad hasta los 180 dpv. Este patrón lesional 
reveló que la intensidad y tipo de respuesta inflamatoria fue inducido por la 
presencia del adyuvante oleoso, coincidiendo con descripciones previas (Gjessing 
y col., 2012; Mutoloki y col., 2008; Noia y col., 2014). Además, el adyuvante 
oleoso permaneció en la cavidad celómica durante todo el período de evaluación, 
de forma similar a otros estudios que demostraron la dificultad de eliminación del 
material oleoso del lugar de inoculación, evidenciándose dicho material durante 
los meses posteriores a su administración (Gjessing y col., 2012; Koppang y col., 
2005; Mutoloki y col., 2004; Noia y col., 2014). 
Mediante la técnica inmunohistoquímica se detectó el antígeno vacunal 
dentro de la cavidad celómica, específicamente en el centro de los granulomas. 
Este se localizaba tanto en forma extracelular, formando un halo sobre la 
superficie de las vacuolas, como dentro del citoplasma de algunos 
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macrófagos/células epitelioides presentes en el centro de los granulomas, en 
íntimo contacto con la superficie de las vacuolas lipídicas. Mutoloki y col. (2008) 
sugirieron que la identificación del antígeno vacunal asociado a la respuesta 
inflamatoria se relaciona con la función de depósito del inmunógeno de los 
adyuvantes oleosos. A diferencia de los peces inyectados con la vacuna acuosa, el 
antígeno vacunal sólo se detectó dentro del infiltrado inflamatorio en cavidad 
celómica, pero no se identificó en los otros tejidos evaluados, indicando que el 
anticuerpo vacunal permaneció retenido en el centro de los granulomas, 
probablemente debido a la magnitud de la respuesta inflamatoria de contención. 
Sin embargo, en nuestro trabajo, la posibilidad de una distribución sistémica del 
antígeno en cantidades inferiores a las detectadas por la técnica 
inmunohistoquímica no puede ser descartado. Además, la mayor protección 
conferida por la vacuna adyuvantada en relación a la vacuna acuosa, sugiere que 
el adyuvante podría contribuir a la defensa del rodaballo frente a la infección. Sin 
embargo, serían necesarios estudios adicionales dirigidos a determinar la 
implicación de la respuesta inflamatoria inducida por el adyuvante en el 
establecimiento de una respuesta inmunitaria específica. 
El trabajo de vacunación en rodaballos evidenció una clara diferencia en la 
respuesta inflamatoria frente a las diferentes formulaciones vacunales, 
demostrando que las vacunas acuosas generan una celomitis leve. Además, la 
inmunohistoquímica frente al antígeno vacunal demostró que las bacterinas 
administradas en un medio acuoso son rápidamente fagocitadas en cavidad 
celómica y retenidas en los agregados de fagocitos o transportadas por los mismos 
hacia los tejidos linfoides, siendo particularmente interesante su acumulación 
dentro de los CMMs. Sin embargo, esta vacuna no confirió protección a los peces 
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inmunizados. Por otro lado, la vacuna adyuvantada mostró niveles moderados de 
protección, pero indujo lesiones más severas en los peces, por lo que su uso en 
esta especie sería cuestionable en términos de salud y bienestar animal. 
Finalmente, en este trabajo se demuestra la importancia y la necesidad de 
la incorporación del estudio anatomopatológico e inmunohistoquímico para el 
desarrollo de vacunas en rodaballo, ya que contribuyen no solo a la evaluación del 
efecto de la vacuna, sino también a la determinación de la inocuidad de las 
mismas. 
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9. Conclusiones 
De acuerdo con los resultados obtenidos podemos concluir que:  
1.  La infección mediante la inoculación intracelómica de A. salmonicida susbsp. 
salmonicida es un modelo válido para el estudio de la forma aguda de la 
enfermedad en rodaballos, provocando un cuadro septicémico similar al 
descrito en salmónidos.  
2.  La técnica inmunohistoquímica, realizada sobre muestras incluidas en 
parafina resulta ser una herramienta útil y válida para el diagnóstico de la 
infección aguda y crónica con A. salmonicida, así como para el estudio de la 
interacción entre el patógeno y el hospedador. 
3.  La técnica inmunohistoquímica en la infección aguda demostró que los 
componentes del sistema retículo endotelial fagocitan a la bacteria y/o sus 
productos extracelulares. A su vez, la localización de la bacteria dentro del 
citoplasma de células fagocíticas podría relacionarse con la capacidad de 
A. salmonicida para sobrevivir en el interior de las mismas. 
4.  Durante la infección aguda se observa un incremento significativo del número 
de células positivas para iNOS y TNF-α en riñón y bazo, indicando la 
participación de estos órganos y la activación de los fagocitos como parte de 
la inducción de la respuesta inmunitaria innata. La presencia de lesiones 
tisulares junto con la expresión de estas moléculas sugiere su implicación en 
el desencadenamiento de la sepsis.  
 198 
 
5.  La forma crónica de infección por A. salmonicida se caracteriza por la 
presencia de múltiples nódulos cutáneos sobre la superficie ocular de los 
peces. Histológicamente, los nódulos se corresponden con una dermatitis 
granulomatosa multifocal crónica.  
6.  De acuerdo con el cuadro histológico, el empleo de los términos “forúnculo” 
y “forunculosis” en rodaballo es incorrecto. Por esto, sería recomendable 
evitar su uso para describir las lesiones y definir la enfermedad causada por 
A. salmonicida en esta especie. 
7.  La formación de granulomas asociados a la presencia de la bacteria indica la 
importancia de la inmunidad celular en la respuesta a la infección frente a 
A. salmonicida. A su vez, sugiere un fallo en la eliminación del patógeno, por 
lo cual, los peces afectados podrían actuar como fuentes de infección dentro 
de una población. 
8.  Las vacunas acuosas administradas vía intracelómica producen una celomitis 
leve, mientras que las vacunas oleosas generan una reacción granulomatosa 
extensa severa. Estos resultados apuntan a que las vacunas acuosas, siempre 
que induzcan una protección adecuada, serían preferibles a las oleosas en 
términos de salud y bienestar de los animales. 
9. La vacuna acuosa frente a A. salmonicida administrada por vía intracelómica 
conlleva la distribución del inmunógeno hacia los órganos linfoides 
secundarios. 
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10.  En estudios de vacunación en rodaballo, el exámen macroscópico, 
microscópico e inmunohistoquímico resultan de gran utilidad para evaluar la 
respuesta del organismo, permitiendo determinar de este modo su inocuidad 
así como su repercusión en el bienestar de los peces. 
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